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Un certo numero di autori, dopo gli importanti studi del 
Bordet e Gengou sulla fissazione del complemento, hanno cer- 
cato nel siero di animali e di uomini inoculati con vaccino 
bovino e rispettivamente di malati di vaiolo e di animali 
inoculati con virus vaioloso umano, la presenza di sensi- 
bilizzatrici specifiche ora con esito positivo, ora con esito 
negativo. 

Essendo uno dei primi ad occuparmi di tale questione nell’ 
infezione vaccinica (Boll. Soc. Cultort Se. med. e nat. Cagliari, 
4 e 25 Maggio 1907), nor essendovi prima delle mie, altre 


(1) Attualmente nella R. Universita. de Padova: la presenta memoria 
rimonta all’ aprile 1944. 
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ricerche che quell ‘dell’ Jobling (Journ. of. Exp. med., noy. 1906) 
ed il primo ad occuparmene nell’ infezione vaiolosa umana 
(Policlinico, Roma, 29 Marzo 1908) studiandone, sotto questo 
riguardo, i rapporti coll’ infezione vaceinica, ho avuto campo di 
persuadermi che la condizione essenziale perché sulla prova 
del Bordet e Gengou si possa contare nelle due su citate infe- 
zioni, consiste nella buona preparazione dell’ antigeno. 


Nel presente lavoro intendo quindi trattare della metodica, 


della fissazione del’ ‘complemento nel vaccino e nel vaiolo con- 
siderando solo la questione della preparazione dell’ antigeno. 
Alle mie prime ricerche sul vaccino che rimontano al Maggio 
del 1907, eseguite con vaccino filtrato, seguirono quelle dello 
Zedda (Rif. med. Napolt, num. 51, 1907), altre mie (Annali 
Igiene Roma, pag. 557, 1907); dell’ Heller e Tomarkin (Deut. 
med. Woch., 1907, pag. 795), le mie nuove sul vaiolo umano 
(loc. cit.), del Beinkter (Centr. f. Bakt. I Abt. Orig., Bd. 48, 
17 Dic. 1908), altre mie aneora (Annal Igiene Roma, pag. 3U5, 
4909), del Bernbach (Centr. f Bkt. I Abt. Orig., Bd 49, 
5 Marzo 1909), del Sugai (/d., 76., pag. 650), del Dahm (Id., 
ib., Bd 51 pag. 136, 1909), del ee (Id., 76., pag. 290), del 
Kriloff (/d., 26., Bd 60, 1 Nov. 1941), del Paschen e Iocobstal 
(Hand. d. Techn. u. Meth. d. Imm.), del Bizzarri e Palmas 


(Pathologica Genova., Dic. 1911), del Tessier e Gastinel (Rev. - 


int. vaccine, pag. 353, 1903), sino alle ultime del Gastinel 
(Réact. dinfect. et dim. de la vaceine et la variole, Paris, 
G. Steinheil, 1943). 

Durante le molteplici osservazioni da me fatte, parte pubbli- 
cate, parte inedite, ho intanto potuto assodare fatti che indub- 
biamente influiscono sulla prova che & riuscita positiva ad un 
certo numero dei succitati studiosi e negativa ad‘altri, serven- 
dosi tutti, m genere, come amligeno di linfa o di estratto di 
materiale pustolare in siero fisiologico. | 

Non wha dubbio che il virus vaccinico conservato in glice- 
rina, ove la glicerina non venga separata dal virus rende il 
ane antigenico, che si ottiene facendo un estratto in endo 
salata, poco ee to alla prova det Bordet e Gengou. 

: NMasitiey per ottenere una buona trilurazione del vaccino, ove 
si ricorra a pestare il materiale pustoloso con quarzo, allorché 
Si ragziunge il massimo di perfezione nella triturazione del 
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materiale, ib liquido antigenico assume proprieta di assorbire 
il complemento in grado elevato: e cio é dovuto alla presenza 
della silice che resta in sospensione come é gid stato dimostrato 
in altro ordine di ricerche, da altri studiosi (Hasler Arb. a. d. 
Kats. Ges., t. XXIX, 1909). 

Il fenomeno anzi si osserva anche quando la triturazione si 
faccia im mortaio di porcellana rugosa per la presenza del 
caolino che si stacca dal mortaio e che si comporta nello stesso 
modo. 

Di qui ne dedussi le necessita : di privare la polpa vaccinica, 

da cur sa deve estrarre lantigeno, della glicerina, e Caltra di 
condurre la triturazione im mortaio dagata o in mortaio di 
porcellana a superficie liscia e senza aggiunta di quarzo. 

Ho inoltre notato che per ottenere un estratto del materiale 
vaccinico im acqua salata, im tali comdizioni da aversi un anti- 
geno né troppo diluito, né troppo concentrato, oecorre partire 

da una determinata quantita pesata di vaccino e fare la diluc- 
zione entro limiti che vogliono essere ben precisatt. 

A mio modo di vedere, lo scopo si raggiunge seguendo la 
metodica che comunicai per letlera al Dottor Gastinel (V. Réac- 
tions d infection e dimmunité, etc., Paris, 1913, pag. 63), e che 
consiste nel dilwire il contenulo pesato di wn tubo del vaccino 
del commereio (im acqua salata al 0,85 p. 100) nelle proporzioni 
di 4 a 50, centrifugarlo tre volle successivamente ricambiando 
Vacqua salata, triturare il deposito cosi lavato in mortaio, e 
aggiungere nuova acqua salata fimo ad ottenere una diluizione 
di 4 a 20; centrifugare infine sino ad avere un liquido appena 
opalescente. 

Anehe cosi operando ho pero potuto constatare, servendo- 
mi della prove del Calmette e Guérm, che im nessun caso si 
riesce a trovare un quantitativo identico di virus negli estratti. 
Mantenendo im ghiacciaia gli antigeni e, dopo eseguita la prova 
del Calmette e Guerin, diluendo quelli pit riechi di virus fino 
a portarli ad una diluizione tale che si possa avere ancora una 
eruzione confluente, interessante tutta la superficie della pelle, 
e concentrando d’altro canto nel vuoto a bassa temperatura 
tutti quegli estratti che permettevano, adoperati tal quali, di 
ottenere delle pustole separate luna dall” altra; seminando la 
medesima quantita di estranto, mon sono con tutto questo 


466 ANNALES DE L’°INSTITUT PASTEUR 


riuscito ad ottenere liquidi antigenici che si comportassero 
nell’ identico modo. Le esperienze mi hanno condotto soltanto 
ad accertare che a parita di volume gli antigent piu ricchi di 
virus sono migliort di quella meno ricchi di virus. 

Ma non é questo solo fattore quantitativo del virus, quello a 
cui si deve la costanza del potere antigenico nel materiale che 
si prepara, poiché quando invece di ricorrere al vaccino del 
commercio, mi son rivolto al vaccino fresco non conservato con 
la glicerina, ed ho ripetuto le stesse ricerche, ho dovuto conve- 
nire che gli antigent 1 quali si ricavano da questi vaccini frescht, 
possedevano proprieta antigeniche pit fisse, tanto da poter con- 
tare su diessi per le prove del Bordet e del Gengou, quasi senza 
incertezze. 

Il Gastinel che ha gia pubblicato il risultato delle sue 
ricerche eseguite precisamente con antigeno ricavato da polpa 
vaccinica fresca, ha rilrovato giustamente superiore questo 
antigeno all’ altro ricavato dal vaccino del commercio. 


Per cui, oltre che la quantita del virus, ha indubbiamente 
importanza nella buona preparazione dell’ antigeno se non la _ 
vitalita e la virulenza del.virus, la freschezza ett coltura dello 
stesso. 

Questa é stata la osservazione la quale mi ka portato a ricer- 
care un antigeno nel quale il virus si trovasse in condizione di 
coltura recente. 

Fin dal 1907 avevo tentato di coltivare il virus vaccinico 
facendo punto di partenza di tutte le mie ricerche colturali, 
materiali contenenti il solo virus. La pratica acquisita nella 
filtrabilita del virus vaccinico e vaioloso mi permetteva di poter 
preparare dei filtvati sicuramente privi di altri germi visibili e 
coltivabili, servendomi di candele Berkefeld W opportuna- 
mente scelte e controllate. 

Con questi filtrati ho eseguito un gran numero di esperi- 
menti con risultati-negativi. Aggiungendo anche ad _ essi 
clementi cellulari epitheliali i resultati non migliorarono poiche, 
se questi elementi si sterilizzavano, non erano piv atti alla 
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moltiplicazione del virus, se non si sterilizzavano sopraweniva 
lo sviluppo dei batteri; per cui non eravi alcuna ragione di pre- 
ferire queste colture (che sono del resto scarsissime) anche 
seguendo i procedimenti moderni delle colture dei tessuti in 
vitro, come hanno fatto recenti studiosi (Belin, Revue int. 
vaccine, page 128, 1913; Steinhardt e Lambert, Journ. of. inf. 
dis., pag. 294, 1913, e pag. 87, 1944°, alla polpa vaccinica 
fresca. 

Anche le cosi dette colture del Fornet (Revwe int. vaccine, 
page 93, 1913) (dato che si tratti di colture, cio che io non 
credo) non foss’ altro che per questo motivo, non servono allo 


_ scopo, e cosi pure le recenti del Belin non si prestano (loc. 


cit.). Per mio conto del resto non sono riuscito a ritrovare 


mai completamente depurato il virus vaccinico con l’essenza di 


garogani. 

Son quindi ritornato alla mie ricerche ‘sulla coltivabilita del 
virus vaccinico nei leucociti, ricerche che sommariamente 
esposi fin dal 1910 (Bod/. Soc. Cultort di Sc. med. e nat. Cagliari, 
16 Aprile 1910). 

Premetto che l’intervento dei leucociti nella infezione vacci- 
nica é nota da molto tempo e che Prowazech e Iamamoto 
(Minch. med. Woch., pag. 26, 37, 1909) hanno in seguito all’ 
inoculazione endoperitoneale di aleuronato, nei conigli, assodato 
che nei leucociti si racchiudeva il virus, ed io ’ho anche trovato 
nei leucociti del sangue dei polli inoculati con vaccino. (Revue 
int. vaccine, pag. 3, 1910.) 


I tecnicismo adatto allo scopo va distinto in tre tempi corris- 
pondenti, l’uno alla preparazione del virus, altro alla prepa- 
razione dei leucociti, il terzo alla preparazione delle colture. 


1° Preparazione del virus. 


a) Si puo partire da vaccino del commercio glicerinato : il vaccino si 
introduce in una candela o crogiuolo poroso, visi versa sopra della miscela 
citrosodica in quantita rilevante e poi si fa l’aspirazione nel recipiente sot- 
tostante :; con cio il vaccino viene levato e privato dalla glicérina. 

b) Si raccoglie il vaccino lavato, lo si tritura secondo la tecnica piu volte 
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da me esposta per rendere filtrabile il virus, ma in presenza di miscela 
citrosodica sterilizzata e bollita. (Acqua dist. 1000, cloruro di sodio 9, 
citrado di ‘sodio 15.) 

c) Si filtra il materiale ben triturato alltraverso Berkefeld W ben iscelte @ 
controllate dopo la sterilizzazione e si distribuisce il filtrate preferibilmente 
in tubi da saggio forniti di una ditatazione laterale a bolla a circa 5 cm. dal 
fondo, i quali tubi debbono contenere in precedenza una quantita tale d’olio 
danilina da raggiungere l’altezza di1 cm. il tutto preventivamente sterilizzato 
in autoclave. Di filtrato se ne introduce quella quantita che @ sufficiente a 
far quasi raggiungere al menisco dell’ olio di vasellina il punto cui risponde 
il bordo inferiore del foro della dilatazione a bolla della provetta. 

La distribuzione dei filtrati si puo fare al coperto di ogni imquinamento 
servendosi di adatto apparecchio di cui ho fornito la descrizione mel 4907 
(Annali di Igiene, 1907, pag. 570, nota). 


2° Preparazione dei leucocitt. 


a) ‘Si prepara del l'aleuronato sterile secondo la ‘tecnica .adatta a esbtrarre 
la legumina (Rempicci. R. Soc. Igiene Milano, 1901) come piogeno; lo si divide 
in fiale de 10 cm. I’ una, ognuna delle quali si inocula interamente nel cavo 
peritonale di ‘un coniglio. 

b) Si estrae il liquido dopo 4-6 ore dal cavo peritoneale mettendosi nelle 
volute condizioni per evitare ogni inquinamento dall’ esterno e lo si introduce 
in proveite da centrifuga sterilizzate contenenti una certa quantita di miscela 
citrosodica; si lava, si centrifuga, quindi si decanta rapidamente il liquido e 
si aspira il deposito con pipette sterilizzate contenenti 1 cm... di miscela 
citrosodica sterile, la quale serye a disgregare il deposito, ed il tutto si fa- 
‘pervenire nel filtrato contenente il virus. 


3° Preparazrone del colture. 


a) Siobliquano i tubi da saggio a bollain modo che tutto Volio di vasellina 
passi nella bolla. 

b) Si toglie il tappo d@ovatta e rapidamente si introduce nell’ interno di 
ogni tubo tutta la sospensione dei leucociti/raccolta con la pipetta dai tubi 
da centrifuga; si tappa di nuovo e si radrizzano i tubi. 

c) Le provette innestate si pongono in termostato allo scuro entro un reci- 
piente in cui sia stato fatto il vuoto e vi si sia mantenuto. 

Procedendo in questo modo nell’ interno dei leucociti, al ermine di ana set- 
timana si troveranno, osservando in campo oscuro, dei granuli fini, mobili i 
quali per prandezza, forma e mobilitd si comportano come i grani vaccinici 
vaiolosi della ‘cheratite vaccinale vaiolosa, Segnalatida me iin preparati colo- 
rati fin dal 1906 nel vaccino (Annali di Igiene, 1906, pag. 128), e dal Volpino 
in preparati a fresco nel 1907 (Riv. Igiene San. Pubbl., 1907, pag. 734) .e cosi 
caratteristicamente descritti da quest’ ultimo da meritare di essere chiamati 
i corpuscoli del Volpino. 

Questo reperto granulare non si nota nei preparati di controllo contenenti 
i leucoviti. 


’ 
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Ottenute cosi le colture del virus nei leucociti, per la prepa- 
razione dell’ antigeno, non resta che aspirare da ciascun tubo 
lolio di vasellina, mescolarne bene il contenuto, travasarlo in 
tubi da centrifuga e centrifugarlo fino ad ottenere un deposito. 

Cio fatto si decanta il liquido sovrastante e per due velte di 
seguito si lava questo deposito con cloruro sodico al 0,85 p. 100, 
quindi lo si raccoglie in mortaio di porcellana non rugosa o 
addirittura in mortaio d’agata, triturandolo accuratamente, 

‘dopo aver eliminata per decantazione o per evaporazione nel 
yuoto quasi tutto il liquido che pud impedire una buona tritu- 
razione del materiale corpuscolare. Quando la triturazione 6 
giunta al punto desiderato, si aggiunge goccia a goccia del 
cloruro sodico al 0,85 p 4100 sino a che si ottiene una dilui- 
zione del materiale tritato nei rapporti di 1 a 20. 

Si centrifuga ancora una volta sino ad ottenere un liquido 
appena opalescente che é l’antigeno da adoperare. | 

Le prove eseguite con questo antigeno’ in confronto con 
quelle fatte con lestratto di polpa vaccinica fresca, sono state 
oltremodo confortanti, giacché fino ad ora non ho incontrato 
pit aleuno di quei risultati o incerti o contradditori che, anche 
sperimentando con quest’ ultimo, qualche volta continuava ad 
avere. , 


Concluendo : nelle prove della fissazione del complemento 
‘secondo la tecnica del Bordet e Gengou applicata alla infezione 
vaccinica e yaiolosa, riuscite or positive ed or negative, in 
mano a diversi studiosi, ha grande importanza il modo di pre- 
parazione dell’ antigeno. E’ gia una buona metodica quella di 
ricorrere al vaccino fresco privo di glicerina, tritato. con esclu- 
sione di silice e di caolino e centrifugato in presenza di siero 
fisiologico fino ad ottenere un liquido appena opalescente. Si 
puod pero ottenere un antigeno che dia risultali pit costanti e 
-pitt probativi partendo. da.filtrati contenenti il solo virus, con 
l'aggiunta di leucociti sterili ricavando poi dal deposito leuco- 
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citario (quando nei leucociti si rinvenga, in campo oscuro, il 
reperto di fini granuli mobili), un estratto in siero fisiologico, 
-appena opalescente. Questo antigeno ha i seguenti vantaggi : 
41° 6 costituito dal solo virus indovato in elementi cellulari senza 
la presenza di esseri viventi che vi si sviluppino piu o meno 
rigogliosamente; 2° contiene il virus vivo e virulento come si 
dimostra innestandolo sulla cute dei conigli e sulla cornea 
degli stessi; 3° permette di poter eseguire dei controlli con 
antigeni ricavati dallo stesso materiale leucocitario senza la 
presenza del virus. 


\ +» Mémoire publié 4 occasion du jubilé de E. Metchnikoff. , 


eK 


A PROPOS DE LA VITALITE DU GONOCOQUE 


par V. MORAX. 


Il m’a paru intéressant d’étudier certaines conditions de vie 
du gonocoque et en particulier la durée de la cellule micro- 
bienne. Nous ne possédons, en effet, que peu de renseigne- 
ments sur ce sujet. On confond souvent la vitalité d’une culture 
avec la vitalité du micro-organisme lui-méme. Je voudrais 
montrer la différence considérable qui existe entre ces deux 
phénoménes. 

La reproduction des micro-organismes se fait, on le sail, avec 
une rapidité remarquable. Gotschlich estime que pour le 
vibrion cholérique, dans le bouillon peptoné placé a l’étuve 
a 37°, la division compléte de la cellule bactérienne se poursuit 
en un temps compris entre 19 et 40 minutes. Si les conditions 
de développement sont modifiées, si, par exemple, le tube de 
bouillon peptoné est placé & 22° au lieu de 37°, la division du 
vibrion exige un temps quatre fois plus considérable. On 
désigne le temps écoulé 4 partir de la formation de la cellule 
microbienne jusqu’a la division compléte par l’expression de 
« durée de génération ». Cette durée de génération qui cor- 
respond & la vie d'une cellule en pleine activité, n’a rien de 
commun avec la durée de la vie de cette méme cellule placée 
en dehors des conditions de température ot sa multiplication 
est encore possible. C’est ce que je désignerai par les termes de 
durée individuelle de la cellule microbienne pour l’opposer a la 
« durée de génération ». 

Ce n’est en effet qu’en supprimant la possibilité de la divi- 
sion microbienne que nous pouvons apprécier la durée indivi- | 
duelle d’un micro-organisme. Encore faut-il que ce micro-orga- 
nisme ne produise pas des formes de résistance. Dans le cas de 
bacilles sporogénes, on peut encore étudier la longévité des 
spores, mais non celle des hacilles qui les ont formés. 

L’étude du gonovoque se préte tout particuliérement a ces 
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études puisqu’il s'agit d'un organisme dépourva de forme de 
résistance, dont habitat naturel est l’espéce humaine et qui 
perd ses propriétés de multiplication lorsque la température 
s’abaisse de plus de 8 & 10° au-dessous de la température du 
corps. 

Au cours de recherches sur ce. micro-organisme, ses condi- 
tions de culture et de conservation ont retenu tout particu- 


ligrement mon attention et j’ai comparé entre eux un tres 


erand nombre de gonocoques d'origine différente. 

Je ne m’attarderai pas & discuter la valeur des nombreux 
milieux de culture proposés. Je dirai seulement qu’en dehors 
de la gélose-ascite, la gélose a l’ceuf de Besredka et Jupille m’a 
seule donné des récoltes aussi abondantes et que lon peut 
mettre les deux milieux au méme rang au point de vue du 
rendement. Tous les observaleurs ont remarqué qu’en trés peu 
de jours les colonies de gonocoques développées sur de la 
gélose-ascite inclinée ne peuvent plus étre repiquées sur un 
autre tube alors méme que la culture est maintenue a |’étuve, 
& une température convenable. Dans le cours de 1Institut 
Pasteur, j’ai indiqué depuis prés de quinze ans que pour con- 
server longtemps une culture de gonocoque vivante, deux con- 
ditions 6taiemt nécessaires.: se servir de gélose-ascite en culot 
et ensemencer le milieu par piqiires; laisser le tube dans 
Vétuve entre 34 et 37°. 

Dans de telles conditions, on voit la colonie de gonocoques 
s'étaler 4 la surface du culot de gélose-ascite, mais, en méme 
temps, on remarque que les couches les plus superficielles du 
milieu se troublent. Le long du trait d’ensemencement l'opa- 
cification indiquant le développement des gonocoques ne s'étend 
guerea plus d’an demi-centimétre de la surface du milieu, ce 
qui témoigne bien du caractere aérobique du gonocoque. Je 
n'ai jamais réussi une culture strictement anaérobie et d'ail- 
leurs examen de ce qui se passe dans les tubes ou dans les 
ballons de bouillon ascite est en concordance avec ce que je 
viens d’exposer. 

Les cultures en gélose-ascite en culot, maintenues a l’étuve, 
peuvent rester vivantes pendant plus d’une année. J’ai eu 
plusieurs fois Voecasion de faire lexpérience qui consiste a 
repiquer une culture datant de six mois,d’un an, de dix-huit 
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mois. En voici une & titre dexempls. Elle a porté sur trois 
gonocoques d'origine distincte. 


DATE DATE TEMPS 
de du 
L’ENSEMENCEMENT REPIQUAGE ECOULE 


| 


“| 1914. 26 janvier. | 1914. 8 juillet. | 6 mois et demi. 
Gonocoque Barb.. . | 1913. 15 octobre.} 1914. 8 juillet. | 8 mois et demi. 
: 


Gonocoque Nib. 


Gonocoque Chap . | 1913. 24 mars. 1914. 8 juillet. |44 mois et demi. 


Cette expérience prouve ‘donc qu’en gélose-ascile en culot, a 
la condition que la température de I’étuve se maintienne dans 
certaines limites (inférieures & 39° et supérieures a 30°), & la 
condition encore que le milieu de culture ne se desséche pas 
(il faut que le tube soit capuchonné), le gonocoque se conser- 
vera en vie pendant plus d’un an. 

Je suppose aussi que l’ascite qui a servi a faire le milieu 
nutritif est riche en albumine, qu’elle a été éprouvée et reconnue 
apte a donner de belles récoltes de gonocoque. : 

Lorsqu’on cherche & analyser ce qui se passe dans une cul- 
ture faite comme je l’ai indiqué, on constate tout d’abord 
qu’abandonnée hors de l’étuve, la culture meurt aprés quel- 
ques jours. En prélevant dans les couches superficielles du 
culot de gélose ascite un peu du milieu ensemencé et en le 
transportant sur gélose-ascite inclinée a I’étuve a 37°, on 
obtient des colonies de repiquage & la condilion que la colonie 
mére n’ait pas séjourné plus de 3&4 9 jours & une température 
inférieure & la température de prolifération du gonocoque. 

C’est entre 3 et 9 jours que l’on peut eslimer la durée indi- 
viduelle de la vie de la colonie, ou si l’on veut des gonocoques 
qui la composent. 

Si l'on compare quelques gonocoques de provenances diffé- 
rentes, on constate que, toutes les autres conditions étant 
égales, certains d'entre eux auront toujours une durée indivi- 
duelle de 3 jours, d’autres de 5 jours, d'autres de 9 jours, etc. 

Voici, par exemple, le résultat,d’une de nos expériences. 
On voit que le gonocoque Nib. n’a qu'une durée individuelle 
inférieure & 5 jours alors que le gonocoque Barb. est encore 
vivant apres $ jours. 


\ 
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APRES APRES APRES _ APRES 
5 JOURS 6 JOURS 8 JOURS 
hors hors _ hors 
de l’étuve de l’étuve d2 l’étuve de l’étuve 


Gonocoque Nib. 
Gonocoque Ler. 
GonocoquesUret:. taeeree c 
Gonocoque Bo 25 
Gonocoque Barb =a 


Le signe + indique que le repiquage a été positif et le signe — le contraire. 


Je me suis assuré que cette propriété de durée individuelle 
n’avait rien d’éphémére et qu’ on pouvait la mettre en évi- 
dence pour le -méme organisme a un grand nombre de 
repiquages. 

La température de la chambre peut offrir de grandes varia- 
tions et il fallait se demander si cette durée individuelle du 
gonocogue était influencée par les différentes températures 
(inférieures & la température de prolifération du gonocoque). 

J'ai choisi pour expérimenter 3 températures que je pouvais 
avoir d’une maniére constante et réguliére + 22°, +-10° et +5’. 
Ces deux derniéres températures étaient réalisées dans des gla- 
cléres. 

Le tube de gélose-ascite en culot dans lequel la culture du 
gonocoque était bien développée était placé pendant 2 a 8 jours 
& l'une des températures indiquées et l’on procédait & des repi- 
quages réguliers : 

Les revit ont été identiques que le tube fit placé a 22°, 
10°, ou 5°; je me contenterai de-citer un exemple. 


Gonocoque Bo... . Aprés 5 jours . 


— Bo... . Aprés 8 jours . aie 


Gonocoque Barb... Aprés 6 NOW Bs - 
— Barb... Aprés 8 jours... . 


ET 
Des expériences qui précddent, je crois pouvoir conclure que 
ce qui assure la vitalité d’une colonie de gonocoque, c’est la 
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possibilité pour le microbe de se multiplier dans des conditions 
particuliéres. Dés Vinstant que lés conditions de prolifération 
nexistent plus, la vitalité de la colonie équivaut en durée a la 
durée individuelle du gonocoque et celle-ci est variable (dans 
de faibles proportions) suivant la race du gonocoque étudié. 

Depuis les expériences de Piringer, il est établi que la des- 
siccation exerce sur le pus gonococcique une action rapide- 
ment destructive. Cette action s’exerce de la méme maniére 
sur le gonocoque provenant de cultures en milieux artificiels. 
Les indications précédentes ne s’appliquent évidemment que 
dans les conditions que j’ai précisées, c’est-a-dire le gonocoque 
se trouvant dans un milieu nutritif favorable, tel que si la 
température en était convenable, il pourrait y proliférer pen- 
dant des mois. R 

En résumé, il ressort des expériences relatées : 

4° Que la conservation des cultures de gonocoque est facile 

méme sur les milieux nutritifs couramment employés, tels que 
gélose-ascite par exemple. Dans le tube ensemencé en piqtre 
et placé a 37°, da vitalité de la colome peut étre mise en évi- 
dence aprés plus d’un:an. 

2° A cette vitalité de la culture placée dans des conditions de 
température permettant la prolifération du micro-organisme, il 
faut opposer la vitalité de ? élément microbien lorsqu’il ne peut 
se reproduire par division, c’est-a-dire lorsque la température 
s’abaisse assez fortement au-dessous de la température du 
corps humain, habitat naturel du gonocoqhe. 

La vitalité du gonocoque, dans ces conditions, est d’assez 
courte durée : 3 49 jours. 

Tel gonocoque dont la durée individuelle est de 7 jours con- 
servera cette propriété méme aprés plusieurs mois de culture 
en milieux artificiels. Cette propriété n’ést pas modifiée par des 
températures basses (-+ 10° ou + 5°). 

3° Il semble possible d’attribuer la vitalité des cultures en 
eélose- ascite au fait que la prolifération du gonocoque se pour- 
ane dune maniére ralentie il est vrai, dans les couches 
superficielles du milieu de culture. C’est & cette conlinuité de 
division que l’on doit de pouvoir repiquer la culture aprés un 
délai aussi considérable que celui que nous ayons signalé. 


SUR UNE BACTERIE DE L’EAU VEGETANT 
DANS LES VINS AMERS 
CAPABLE DE DESHYDRATER LA GLYCERINE 


GLYCERO-REACTION 


par E. VOISENET. 


Dans un précédent mémoire (1), j’ai fait connaitre existence 
dans les eaux d’un ferment possédant des propriétés semblables 
a celles d’un Bacille végétant dans les vins amers, antérieure- 
ment isolé et étudié par moi (2) : em particulier, chacun de ces 
étres est capable de déshydrater la glycérine en la transformant 
en acroléine. : 

Jai complété ’étude comparative de ces deux bactéries, en 
l’étendant en méme temps & d’autres microbes pouvant se ren- 
contrer dans les eaux, comme le BB. Coli, les Bacilles 
Typhique et Paratyphiques. 

Voici les conclusions de cette étude dont le développement 
est exposé dans ma thése de doctorat (3). 


[. — L’ensemble des caractéres morphologiques, biologiques, 
culturaux et biochimiques du Bacille isolé de Peau, comparés a 
ceux du Bacille retiré d’un vin amer, atlirme une étroite ressem- 
blance entre les deux étres. 

Chacun d’eux est capable, par ensemencement dans un milieu 
vineux favorable, de reproduire la maladie de tamertume des 
vins avec ses caractéres organoleptiques, microscopiques et chi- 
miques; en particulier, en donnant naissance, aux dépens de la 


(1) Annales de l'Institut Pasteur, t. XXVIII, p. 807, 1924. 

(2) Comptes rendus de Acad. des Sciences, t. 153, p. 363, F901 et. tb: 436, 
p. 1181, 19413. 

(3) Etude du Bacillus amaracrylus, agent de déshydratation de la glycérine. 
Thése de doctorat és sciences physiques. Paris, décembre 497. 
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glycérine, a de l’aldéhyde acrylique, substance dont j'ai reconnu 
la formation dams tous les vins atteimts de la maladie de 
Vamertume proprement dite, jeunes ou vieux. 

Tous deux doivent représenter une seule et méme espace, 
que, pour |ces raisons d’habitat, de fonction physiologique a 
Végard de la glycérime et pathologique a I’ égard du vin, j’ai 
dénommée « Bacillus amaracrylus » : le microbe des eaux 
conslituant Vespéce type; celui des vins amers. pouvant étre 
considéré comme cette espece elle-méme, aux qualités hérédi- 
taiwes semplement modifiées par ladaptation nécessaire avec 
son nouveau milieu nutritif, ou pour le moms comme une 


-variété, 


Cette identification nous montre comment l’introduction de 
eau dans le vin qui, pratiquement, ne peut étre évilée, soit 
aussi bien au cours de la vinification que pendant la mise en 
bowteile, doit apporter le germe de la maladie. 


II: —Ce microbe des eaux présente des analogies el des difté- 
rences avee le B. Coli et les bacilles Typhique et Paraty- 
phiques. 


Comme eux, il végete en bouillom phéniqué a1 p. 4.000, & la 
température de hide, 

Par son caractére de ferment lactique; par l'action sur les 
milieux colorés, soit au tournesol, soit au rouge neutre, ou 
incolores, comme celui d’Endo & la rosaniline, i] se rapproche du 
Bacille d’Escheriseh et se distingue du Bacille d kécr/h ou méme 
des Paratyphiques. 

L’absence de production @indol conduirait a un résultat 
inverse de comparaison, s'il métait établi que des types de 
Colibacilles, de la variété anindolicus, sont incapables d’engen- 

Deux propriétés fondamentahes, lune biologiqne, l'autre 
chimique, différencient ce microbe de ceux auxquels nous le 


‘comparons présentement, et qui sont, au moins l'un d’eux, des 


hétes encore trop fréquents des eaux. 
Propriété biologique. — lk west pas pathogeéne. 
Propriété chimique. — a produit la fermentation acrylique 


de la glycérime. 
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ESSAI DE CLASSIFICATION DE CETTE BACTERIE DE L’EAU 


Alors que le Bacille 7yphique offre une constance remar- 
quable dans ses principaux caracteres, ce qui fait qu'on peut le 
considérer comme un type spécifique, bien neltement diffé- 
rencié, le B. Coli au contraire, par la variabilité de ses pro- 
priétés, parait étre un centre microbien dot rayonnent dans 
diverses directions des types plus ou moins aberrants, qu'une 
tude isolée peut faire considérer comme des espéces distinctes, 
mais qui peuvent aussi étre ramenés a leur centre d’origine par 
une étude comparative approfondie, de maniére a constituer - 
un groupe assez naturel. 

A tous ces microbes présentant l’ensemble des attributs du 
B. Coli, mais se séparant de lespéce type par un ou deux 
caractéres essentiels, on donne généralement le nom de Para 
B. Coli, daprés Gilbert et Lion (1). Les types les plus 
répandus sont les suivants : 1° type immobile; 2° type ne 
donnant pas dindol; 3° type immobile et ne donnant pas 
'dindol; 4° type ne réduisant pas le rouge neutre; 5° type ne 
faisant pas fermenter le lactose. 

Pour ces espéces, les vraies bases de classification résident 
dans leurs caractéres microscopiques et dans leurs caractéres 
de culture, bien que les réactions culturales puissent étre encore 
assez souvent alypiques & certains égards. 

Les assez nombreux caractéres de ressemblance relevés dans 
son étude, entre ce microbe de leauet le B. Coli, permettent- 
ils de le ranger dans ce groupe des Para B. Coli? 

Je ne le pense pas, car, par ailleurs, les caractéres différen- 
tiels sont encore trop fréquents, el certains ont trop d’impor- 
tance, pour en autoriser l’inttoduction dans un groupe déja trop 
vaste, et qu'il convient de limiter si on ne veut en faire un 
caput moriuum de la microbiologie. 

Bien que la variété des formes et des fonctions ne soit pas 
toujours en contradiction avec“lunité de Vespece, j’incline 
néanmoins a considérer ce microbe de l'eau comme un type 


(1) Contribution & Tétude des Bactéries intestinales, Semaine médgcale 
p. 130, 1893. 
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spécial, non pathogéne, nettement différencié, spécifiquement 
défini par la propriété qu’il posséde de déshydrater la glycérine, 
caractére fondamental qui doit servir de base & sa classifi- 
cation. 


APPLICATION DE CETTE ETUDE A L’ANALYSE DES EAUX 


Si le B. Coli existe fréquemment dans l’eau, celui que 
jai étud:é en est un hdte plus banal encore : aussi le rencontre- 
t-on assez couramment dans la pratique de l’analyse bactério- 
logique des eaux. i 
Dans la partie qualitative de cette analyse, en vue de l’iden- 

_ tification des germes, on observe souvent un Bacille ayant une 
morphologie semblable a la stenne; comme lui, plus ow moins 
mobile; se décolorant plus ou moins facilement par la méthode 
de Gram; capable de se développer en bouillon phéniqué a 
1 p. 1.000, a latempérature de 42°; ne liquéfiant pas la gélatine 
et engendrant sur ce nulreu des colonies minuscules; ne donnant 
pas @indol; rédursant modérément le rouge neutre; coagulant le 
lait et faisant virer au rouge le lacto-sérum tournesolé, et qut, 
réensemencé dans le bouillon lactosé, méme non carbonaté, y 
produit un dégagement gazeux @hydrogéne et danhydride car- 
bonique : en un mot, tous les caractéres d’un microbe apparte- 
nant a celui qui fait objet de cette étude, et ne permettant guére 
de le distinguer d’un Para B. Coli, au moins sans plus ample 
controle. Généralement, ce microbe est considéré par les ana- 
lystes comme un représentant de ce vaste groupe et de la 
variété Anindolicus. 

Comme complément d'information, chaque fois qu'il m’a été 
donné de constater les fails précédents au cours d’une analyse 
d’eau, il a été extrémement intéressant pour moi de savoir si le 
bacille ainsi rencontré était capable, comme celui que j’al 
étudié et de méme origine, de transformer la giycérine et d’en 
produire la fermentation acrylique par déshydratation. 

Cette question posée m’a conduit a présenter, sous le nom de 
glycéro-réaction, un nouveau caractere différentiel dans l'étude 
des espéces microbiennes, notamment et surtout celles peuplant 
_les eaux. L’emploi de cette réaction dans la pratique de Vana- 
lyse, bactériologique de l’eau aura pour résultat, chaque fois 

35 
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qu’elle sera positive, d'achever de caractériser le microbe 
observé en Videntifiant & celui de cette étude, tous les autres 
caractéres précités ayant élé, eux-mémes, préalablement 
vérifiés. 

Il convient de remarquer qu’il s’agit ici d’une action dzochi- 
mique, par conséquent fondamentale; de plus exceptionnelle, 
par sa voie de déshydratation, par conséquent capitale; enfin, 
au regard de la glycérine, cette fonction physiologique peut 
paraitre spécifigue, en raison de cette rareté méme et des 
conclusions générales de l'étude comparative, relatives a 
Videntification de deux étres microbiens jouissant de cette 
faculté déshydratante, issus, en apparence de deux milieux 
différents, le vin et leau ; mais ayaut en réalité une commune 
origine, eau toujours ajoutée au vin en quantité suffisante 
pour y apporter des germes. 

Son introduction dans le domaine de la bactériologie contri- 
buera 2 reculer encore les limites de la différenciation des 
espeéces microbiennes. Déja, parmi les méthodes culturales de 
séparation des Bactéries, association d’un antiseptique et d'une 
température relativement élevée, réalisée dans le procédé de 
M. Vincent, par cultureen bouillon phéniqué a1 p. 1.000, ala 
température de 41° & 42°, et si couramment utilisée aujour- 
d’hui, a permis de faire une sélection entre les microbes, en 
écartant un grand nombre d’espéces qui ne peuvent croitre dans 
ces conditions, en particulier les principales espéces liqué- 
fiantes qui détruisent souvent et rapidement les cultures sur 
plaques. Mais les microbes qui peuvent végéter ainsi sont encore 
nombreux et parmi eux se trouvent notainment : d’une part, le 
B. Colt et ses variétés; le Bacille Typhique et ses congénéres, 
les Paratyphiques; Vautre part, les bacilles que j’ai isolés d’un 
vin amer et de l'eau. 

Si, pour ces microbes relativement résistants, l'association de 
lantiseptique et de la température constitue ce que nous pou- 

vons appeler un réactif général les classant tous, et & ce point 
de vue, dans le méme groupe, la g/ycéro-réaction, négalive pou- 
les premiers, positive pour les seconds, interviendra vis-a-vis 
‘deux comme un réacti/ secondaire achevant de les différencier, 
au moins en permettant de les classer par dichotomie en deux _ 
sous-groupes, . 
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Cette réaction, lorsqu’elle sera positive, aura ainsi lavantage, 
amon avis, basé sur ce fait que le Bacillus coli communis, an 
moins représenté par les variétés de ce genre qui ont servi a 
mes expériences, ne jouit pas de la propriété de déshydrater la 
elycérine, d’éviter le classement. d'un microbe d’allures sem- 
blables: aux siennes, mais possédant cette faculté de soustrac- 
tion deau, dans le groupe déja si vaste des Para B. Coli, 
lequel sert trop souvent de refuge & notre ignorance. 

Selon mes conclusions précédemment formulées, elle per- 
mettra, en outre, tous les caractéres précités étant vérifiés et 
satisfaits, de nommer le microbe ainsi rencontré en l’identifiant 


‘avec le Bacillus amaracrylus, sinon l’espece type, au moins une 


variété. 
GLYCERO-REACTION 


Ce moyen de diagnose bactérienne repose sur la propriété 
que posséde un microbe comme celui que jai isolé, soit d’un 
vin amer, soit de l’eau, de produire la fermentation de la glycé- 
rine en donnant narssance a de lacroléine. 

Sa mise en ceuvre nécessite un milieu de culture glycériné et 
un réactif permettant de reconnaitre facilement le produit de 
déshydratation de cette substance. 


Milieux de culture. — On prépare en provision les deux 
milieux liquides de composition suivante : 


i Ul 
Sulfate d'ammoniaque.... 4 gr. 70 4 gr. 70 
Phosphate monopolassique . 0. gr. 75 0 gr. 75 
Sulfate de magnésie..... 0 gr. 10 0 er. 10 
Papiamento ale ew es Néant 3 grammes 
GUVGORIRE uc chaps eS sh 20 grammes 20 grammes 
Bt OTe iam as) cn ae se 1 litre 4 litre 


le second s’obtenant avec le premier, par simple addition de 
peptone. 


On en remplit aux deux tiers des flacons d@environ un dixiéme de litre de 
capacité, bouchant a lémeri; on obture avec du coton, le pres et 
repéré avec le flacon ou altaché 4 son goulot et ne devant servir pour la 
fermeture quaprés l’ensemencement ; conjointement, on répartit les mémes 
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liquides dans de petits ballons, pour le remplissage des flacons apres stéri- 
lisation et au moment du besoin : on chauffe 4 l’autoclave a 120° pendant 
13 4 20 minutes, on laisse les liquides se refroidir et s’aérer a nouveau. 


Réactifs. — L’acroléine est décelée par le réaclif protéque 
acide, solution d’albumine dans l’acide chlorhydrique nitreux, 
dont la préparation nécessite les deux solutions suivantes : 


Acide chlorhydrique nitreux. — On ajoute a 200 cent. cubes d’acide chlorhy- 
drique pur et concentré (d= 1,18), 1/10 de cent. cube d'une solution d’azotite 
de potasse pur a 3 gr. 6 p. 100. 


Eau albumineuse. — A un blane d’ceuf, on ajoute 5 a 7 cent. cubes d’eau 
distillée et l'on bat énergiquement; on filtre sur une toile en exprimant : on 
obtient ainsi une solution d’albumine a 10 p. 100 environ. 


Conjointement, mais simplement pour reconnaitre rapide- 
ment la formation d’un corps a fonction aldéhydique, on peut 
utiliser le réactif de Schiff, au bisulfite de rosaniline : son 
emploi est méme avantageux et doit logiquement précéder celui 
du réactif protéique acide. 


La formule suivante, due a Leys, donne un réactif trés sensible, mais 
assez long a se décolorer. 


Solution aqueuse de fuchsine a 1 gramme par litre. 1.000 cent. cubes 
Bisulfite de soude a 30° Baumé ..... Ah eto emer nt, Sl —_ 
Acide chlorhydrique pur et concentré. ..... Ae 40 — 


On verse le bisulfite dans la solution de fuchsine, et quand une forte atté- 
nuation de la coloration s’est produite, on ajoute l’'acide: le liquide prend 
une teinte bfunatre et au bout de quelques jours devient complétement 
incolore. 


Il est & remarquer que ce réactif donne une coloration rose 
plus ov moins accentuée avec la plupart des peptones en solu- 
tion; coloration vraisemblablement due a la présence dans ce 
complexe protéique d’une trace d’un corps & fonction aldéhy- 
dique, comme la glucosamine : mais aprés quelques jours de 
na 4 b) ££ . 
culture, le microbe ayant consommé, la coloration ne se pro- 
duit plus. Le milieu peptoné, & concentration faible, ne la donne 
pas, méme avant culture. 


Recherche de Vacroléine. — Pour reconnaitre l’acroléine dans le liquide de 
fermentation, il suffit de mesurer successivement dans une petite éprouvette 
graduce 5 cent. cubes de liquide, 1 cent. cube d’eau albumin 


euse, puis trois 
volumes, c’est-d-dire 18 cent. cubes d’acide chlorhydr ee 


ique nitreux; apres 


; 


BACTERIE CAPABLE DE DESHYDRATER LA GLYCERINE 483 


dis eeepc rceaintawe tak acct Maran ne 
développe une coloration d’abord ve é ; We ae ae ieee thee 

top ord verte, conservant cette teinte, sila richesse 
du liquide en acroléine est égale ou supérieure a 1/5.000, et devenant bleue 
ensuite, si la richesse est inférieure a ce titre. 

Pour des proportions infinitésimales d’acroléine, on accroit encore la sensi- 
bilité de la réaction en employant de l’acide chlorhydrique moitié moins 
nitreux, et en réduisant également de moitié, c’est-a-dire a 1/2 cent. cube la 
quantité d’eau albumineuse. En mettant ainsi en rapport, en concordance 
quantitative, les trois substances fondamentales de la réaction colorée : 
aldéhyde acrylique, acide azoteux, albumine ou mieux tryptophane résultant de 
la dissociation de sa molécule par Vacide chlorhydrique, on éyite: dune 
part, Paction nuisible de l'acide azoteux, oxydant dont un excés peut détruire 
la coloration qu'il a primitivement contribué a former; d’autre part, la pro- 
duction d'une légére coloration violacée résultant de l’action de l'acide 
chlorhydrique concentré sur l’albumine en solution elle-méme suffisamment 
_ riche, et qui peut rendre moins nette la coloration recherchée. 

Dans tous mes essais, la production de l’acroléine a toujours été suffisante 
pour permettre sa reconnaissance a l’aide du réactif 4 sa concentration 
premiére. 

Enfin, pour constater la formation primitive de la teinte verte, lorsque la 
teinte bleue doit lui succéder, il est utile d’examiner le liquide de la réaction 
suivant axe du tube et sur fond blanc. 


Nous allons nous placer dans le cas d’une analyse d’eau et 
supposer que lopérateur en est & la recherche du B. Coli 
effectuée suivant la méthode de M. Vincent par ensemencement 
dans du bouillon de peptone phéniqué, de l’eau examinée, a 
des dilutions diverses, mais de progression réguliére.en vue 
d’une numération, et maintien des milieux de culture 4 la tem- 
pérature de 42°. 

Du premier liquide qui s’est troublé, et en suivant la tech- 
nique de la méthode, c’est-a-dire aprés un deuxiéme et au 
besoin un troisiéme passage en bouillon de peptone phéniqué 
et nouveau maintien a l’étuve & 42°, puis repiquage sur bouillon 
simple, & 37°, et enfin réensemencement de cette derniére 
culture sur plaques de gélatine, on isole des colonies d’un 
microbe qui, au point de vue morphologique, biologique et 
biochimique, notamment par sa culture dans le lait, dans le 
petit lait tournesolé et le bouillon lactosé, dans le bouillon au 
rouge neutre, dans l’eau peptonée, possede les caracteéres géné- 
raux mentionnés au début de cette application a l’analyse des 


eaux. 
Ce microbe, ne donnant pas d’indol, n'est pas le B. Colt 
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normal. Par ses traits de ressemblance avec fui, en particulier 
par son caractére de ferment lactique, niérite-t-il d'étre rangé 
dans le groupe des Para B. Coli? La glycéro-réaction doit 
répondre a cette question en disant : oz, si elle est négative ; 
non, sielle est positive; et, dans ce dernier cas, en achevant 
de Videntifier avec le Bacillus amaracrylus. 


MODE OPERATOIRE 


{ 

Alaide d’un prélévement dans la culture en bouillon lactosé on ensemence, 
par une goutte, chacun des deux milieux glycérinés : les deux fiacons, remplis 
chacun avec le liquide correspondant dun ballon et fermés avec teur bouchon> 
sont laissés 4 une température voisine de 20°; parexemple, sur laméme table 
du laboratoire en été, ou au voisinage d'un poéle er hiver. Il n’est pas néces- 
saire que cette température soit invariable; elle peut descemdre a 15° ou 
méme au-dessous, pendant la nuit. 


Premiére phase. — Fermentation en milieu acide. 


Lorsque le microbe est capable de produire la glycéro-réaction, on recon- 
nait son développement avant 48 heures, et malgré la température: relati- 
vement basse, dans le milieu peptoné qui deyient trouble et entre déja en 
effervescence au bout de ce temps. On constate également, mais avec un 
retard d’environ 2% heures sur les précédents, les mémes phénomenes de 
culture et de réaction dans le milieu minéral, lesquels, et notamment le déga- 
gement gazeux, sont en outre moins accentués que dans le milieu. peptoné. 

A partir de apparition de ces phénoménes, c’est-a-dire vers le troisiéme 
et le quatriéme jour, il convient de suivre, matin et soir, les modifications 
chimiques survenues dans chacune des cultures, a laide du réactif de Schiff, 
en vue de révéler la présence de la fonction aldéhyde. A cet effet, on pré- 
léve dans un tube a essai environ 5 cent. cubes de liquide auquel on ajoute 
moitié de son volume du réactif: on mélange, et on examtine sur fond blanc, 
4 diverses reprises, pendant un quart d’heure; le développement de la colo- 
ration n’étant que progressif. 

Trés souvent, au cours de cette premiére phase, le réactif de Schiff n’ac- 
cuse pag la présence d’un aldéhyde dans le milieu peptoné, ou bien la reco- 
loration n’est que légerement rose. Généralement, l’existence d'un aldéhyde 
est révélée dans le milieu minéral, au début du quatri¢me jour. 

Dés que sa présence a été reconnue, on suit ses variations de 6 heures en 
6 heures A laide du réactif : on constate que sa proportion va en croissant, 
passe par un maximum, a |’époque duquel la recoloration de la fuchsine est 
souvent intense, puis décroit ensuite progressivement et assez rapidement 
jusqu’a disparition complete, au moins dans le milieu peptoné. En soumet- 
tant parallélement le liquide & lessai par le réactif progéique acide, on y met 
en 6vidence l’acroléine par la formation d’une coloration, blewe, vert- 
bleudtre, ou méme verte lorsque sa proportion au moment de l'essai est 


relativement notable et voisine du maximum de cet antiseptique compatible 
avec la vie du ferment. 
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Deuxiéme phase. — Fermentation en milieu neutre. 


Lorsque, surtout par suite de l’acidité née dans la liqueur, la fermentation 
s'est arrétée, que l'effervescence a cessé, et que Valdéhyde acrylique primi- 
tivement formé a disparu, en totalité ou en partie, en subissant ses métia- 
morphoses variées d’ordre chimique et biochimique, ce qui n’arrive géné- 
ralement, pour le milieu minéral, que vers le septi¢me jour de l’expérience, 
on ajoute dans chaque milieu, & ce moment seulement, c’est-a-dire aprés la 
durée d'une semaine pour la premiére phase, environ 1 gramme de carbonate 
de chaux préalablement stérilisé par chauffage dans un petit tube A essai : 
on agite vivement pour produire la neutralisation et on soumet 4 nouveau 
les deux milieux aux conditions de culture précédentes. 

La fermentation de la glycérine non transformée recommence alors; on la 


- suit. de 6 heures. en 6 heures avec le réactif de Schiff en opérant. comme 


précédemment. On obtient ainsi, généralement en moins de 24 heures, quel- 
quefois dés le premier essai, la recoloration de la fuchsine, méme avec la 
culture en milieu peptoné : habituellement, la coloration rouge violet. est 
déja tres accentuée au bout de 24 heures avec l'une, et l'autre culture, et 
peut étre reproduite pendant plusieurs jours, quelquefois plusieurs semaines. 
Pendant cette période, et de préférence au moment ot on juge qu'elle a 
atteint son intensité maxima, le liquide traité par le réactif protéique acide 
accuse a nouveau la présence de lacroléine. 


OBSERVATIONS. 


I. — Ordinairement, j'ai utilisé seulement le premier milieu, 
purement minéral et glycériné, qui permet de reconnaitre la 
formation de Valdéhyde acrylique dés la premiére phase de la 
fermentation, en milieu acide. 

Lorsque, dans ces conditions de moindre alimentation, ov il 
ne recoit comme azote que de l’azote minéral, ie microbe 
observé satisfait & la glycéro-réaction, cette faculté contribue 
encore & lidentifier avec le Bacillus amaracrylus, de méme 
origine. | | 

Le milieu peptoné est moins avantageux ou pluidt moins 
expéditif, car, au cours de cette premiére phase, et en raison 
de activité physiologique plus grande du microbe, résultant 
W@une nutrition meilleure, les métamorphoses biochimiques 
de Vacroléine formée y sont aussi beaucoup plus rapides; en 
sorte que la production de cette substance révélatrice de la 
glycéro-réaction peut passer imapercue. 

Cependant, dans la seconde phase de la fermentation, ce 
milieu intervient trés efficacement pour montrer aussi la for- 
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mation de l’acroléine dont la révélation par les réactifs est 
d’autant plus nette que l’addition de l’agent de neutralisation 
a été faite & un moment plus opportun. En particulier, et bien 
que la fermentation initiale dans ce milieu sarréte dés le qua- 
trieme ou cinquiéme jour de culture, il convient de ne réaliser 
la seconde phase qu’au début de la deuxiéme semaine de 
l'expérience : on obtient ainsi, généralement, dés le deuxiéme 
jour de la reprise du travail fermentaire, une richesse relative- 
ment grande et relativement persistante du liquide en aldéhyde 
acrylique, avec recoloration violette intense de la fuchsine et 
coloration verte par le réactif protéique acide. 

Ajoutons que ces conditions d’exécution de cette seconde 
phase de fermentation effectuée dans un milieu encore suffi- 
samment nutritif, mais alimentant un étre a vitalité amoindrie 
par son séjour en milieu acide, sont d’ailleurs comparables 4 
celles réalisées primilivement dans le milieu de disette pure- 
ment minéral. . 

En un mot, le milieu minéral résout le probléme aussi 
bien dans l'un des modes de fermentation que dans lautre : le 
milieu peptoné fournit sa réponse la plus probante dans la 
phase de fermentation en liqueur neutre succédant en temps 
opportun a celle en liqueur acide. 

Pratiquement, si ce milieu minéral suffit & révéler la glycéro- 
réaction, théoriquement, chacun d’eux est utile pour montrer 
dans la fonction physiologique du ferment & l’égard de la gly- 
cérine, l’existence de la double faculté de formation et de des- 
iruction de son produit de déshydratation, l’acroléine : faculté 
double dont la constatation met aussitot en relief importance . 
du réle joué par Valdéhyde acrylique dans cette transformation 
biologique de la glycérine. 

En suivant attentivement ces expériences de fermentation, 
réactifs en main, comme je lai. fait des centaines de fois, on 
reconnait : que ces deux propriétés antagonistes se font presque 
équiltbre dans un milieu peptoné neuf, acide ou neutre; que 
la faculté de formation est supérieure & celle de destruction au 
début de ce méme travail, effectué en milieu neutre .par le 
microbe préalablement et suffisamment affaibli par son séjour 
dans un milieu peptoné ancien au contact des acides quil a 
engendrés, et aussi, lorsqu’on lui impose primitivement, ou 


BACTERIE CAPABLE DE DESHYDRATER LA GLYCERINE = 487 


secondairement aprés neutralisation, de végéter dans un 
milieu de relative souffrance, comme le milieu minéral gly- 
cériné qui, en raison de sa plus prompte réponse, demeure 
ainsi celui de choix pour l'essai de la glycéro-réaction. 

J’ajoule que j’ai observé maintes fois la manifestation de ces 
propriélés successives et opposées dans l’étude de la fonction 
physiologique du Bacillus amaracrylus, d’un vin amer, & 
Pégard de la glycérine : leur reproduction au cours de l'étude 
d'un microbe des eaux, a caractéres semblables, contribuera 
encore a l’identifier avec cette espece. 

Si, pour les raisons précédentes, j’accorde la préférence au 
milieu minéral glycériné, c’est également pour stabiliser en 
quelque sorte l’acroléine, pour rendre plus favorables les con- 
ditions de sa visibilité, que j’ai choisi comme optima, apres 
vérifications comparatives, une température de culture rela- 
tivement basse, moins propre aux manifestations chimiques et 
biologiques destructives, cependant suffisante pour assurer la 
production fermentaire de l’acroléine, et afin de préserver 
autant que possible cet aldéhyde particulierement fragile 
contre ses trois principaux ennemis, dans les circonstances 
actuelles : l’eau, les acides et le microbe. 


If. = En étudiant l’action du Bacillus amaracrylus sur la 
glycérine, j’ai reconnu que sa formation de l’acroléine était 
précédée de celle d’un autre aldéhyde que j’ai qualifié, expéri- 
mentalement et déductivement, comme étant le propanolal 1,3 
ou aldéhyde hydracrylique, produit intermédiaire de déshy- 
dratation entre la glycérine et l’aldéhyde acrylique. Trés sou- 
vent, au cours de mes essais, j’ai eu l’occasion d’observer la 
méme production intérimaire de la part d’un microbe ren- 
conlré au-cours d’une analyse d’eau et satisfaisant 4 la glycéro- 
réaction. Cette reconnaissance a lieu méme avec la culture en 
milieu minéral, lorsque le liquide ne communique au bisul- 
fite de rosaniline qu’une coloration rose : si, 4 ce moment, on 
effectue l’essai avec le réactif protécque acide, on obtient habi- 
tuellement une coloration rouge groseille ou rose violacé, ana- 
logue & celle que donne l’aldéhyde hydracrylique en solutions 
tres diluées, complétement distincte de la coloration bleue 
que fournit l'acroléine dans les mémes conditions. Le réactif 
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de Schiff, luitméme, annonce cette distinction par la différence 
de ses colorations : avec la nuance rose dominante pour 
Valdéhyde hydracrylique, violette pour l’atdéhyde acrylique. 

Cette reconnaissance de la déshydratation progressive de la 
elycérine parun microbe isolé d'une eau, et de caracteres sem- 
blables & ceux du Bacillus amaracrylus, achevera de Videntifier 
avec cette espéce. . 


En résumé, lorsque la glycéro-réaction est positive, son exé- 
cution atientivement suivie permet de reconnaitre, dans les 
détails de sa manifestation, plusieurs points fondamentaux de 
ressemblance avec ceux fournis dans les mémes circonstances 
par le Bacillus amaracrylus. A elle seule, elbe attribue ainsi au 
‘ microbe observé tout un faisceau de caracteres de similitude 
qui, joints aux autres déja nombreux et au fait dune origine 
commune, autorisent & Videntifier avec cette espece. En raison 
de sa rareté, au moins & Vheure actuelle, et jusqu’a la décou-_ 
verte dum nouvel étre jouissant de cette propriété, elle suf- 
firait méme & cette identification. 

Dans la presque totalité de mes multiples essais de ce genre, 
expérimentés au cours d’analyses d’eaux, la glycéro-réaction 
a été positive : le microbe observé était bien le Bacillus ama- 
racrylus, em espece ou en variété. Ces résultats de la pratique 
de l’analyse bactériologique des eaux confirment, par une 
enquéte, sinon plus minutieuse, au moins d’um autre genre, et 
qui fait ressortir son intérét a Ja fois théorique et pratique, 
mon opinion exprimée dés le début de mon préeédent mémoire, 
par cette phrase : « La présence dans l'eau, d'un ferment figuré 
capable de déshydrater la glycérine, parait générale. » 


Ill. — A la suite de ces résultats et de leur conclusion se 
pose immédiatement cette question : Sile Bacillus amaracrylus 
est une bactérie banale, contenue dans toutes les eaux, et de. 
plus capable de végéter dans les bouillons phéniqués & tem- 
pérature relativement élevée, selon les conditions numériques 
Imposées par la méthode de M. Vincent, et si en fait on Visole 
assez fréquemment en suivant cette méthode, au cours d’une 
analyse d’eau, comment se fait-il que cette opération, ainsi 
conduite, ne révéle pas toujours sa présence? 
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Pour répondre a cette question, il convient de rappeler les 
faits suivants : 


1° La méthode de recherche du B. Coli, par essai de 
culture en bouillon phéniqué & température relativement 
haute, est avant tout une méthode de séparation, de différen- 
ciation microbienne, fondée sur ce fait d’observation que le 
B. Colt est, parmi les microbes suflisamment résistants 
pour pouvoir végéter dans un tel milieu de souffrance, celui 
qui y pullule le plus rapidement, en général. 

Cette méthode est éleminatoire & la fois par Vantiseptique, 
par la température et par la durée de essai; celle-ci est trés 
variable suivant les expérimentateurs et s’étend généralement 
de 15 & 48 heures. A lexpiration du délai adopté, lorsque 
Vexamen des cultures ne révéle pas un trouble net et wniforme, 
on conelut & l'absence de B. Coli, et ‘on considére comme 
terminée cette partie de Panalyse : dans le cas contraire le 
trouble peut étre di &du B. Coli, mais aussi a quelque autre 
microbe, et notamment notre Bacdllus amaracrylus : c'est 
alors qu interviennent les réactions secondaires diflérentielles, 
telles que la recherche du pouvoir indologéne; les caractéres 
de culture en bouillon lactosé; en bouillon au rouge neutre ; 
et c’est alors que pourra intervenir aussi el désormais la gly- 
€€T0-TEACLLON. 

2° L’eau représente, pour le moins, un mlzew de conserva- 
tion assez favorable de la plupart des bactéries qu’elle ren- 
ferme. Une eau relativement riche en matiéres organiques, 
en matiéres minérales azotées, notamment en nitrates toujours 
présents, et qui sont & la fois source d’azote et d’oxygeéne, 
peut méme devenir un vérilable mzliew de culture pour ses 
bactéries. Dans ce milieu, comme dans toute culture, un méme 
microbe est représenté par des individus de tous ages, appar- 
tenant a des ¢énérations différentes et comme tels inégale- 
ment résistants : transplanté dans un autre milieu, méme dans 
une autre eau, il exigera avant son développement une période 
d@ adaptation ou d’accoutumance plus ou moins longue; parfois 
méme, il lui arrivera de succomber, surtout si son nouvel 
habitat fui est hostile, & la fois par Vanteseptique et par la 
température, comme l’est, & 42°, le bouillon phéniqué. 
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Enfin, l’eau dans sa masse, surtout & l'état statique, ne pré- 
sente une homogénéité, ni chimique, ni biologique : une méme 
espéce microbienne peut s’y trouver trés inégalement répartie, 
A tel point qu’en pratique analytique, et précisément dans la 
recherche actuelle du B. Coli, on observe souvent des résul- 
tats en apparence anormaux. II arrive en effet, au cours de cet 
essai, que certains liquides de culture se troublent, alors que 
d'autres, cependant ensemencés ‘avec des quantités d’eau plus 
erandes, restent limpides : ce fait, assez fréquent, s’observe en 
eénéral avec des eaux. ot le B. Coli est suffisamment rare, 
pour que certaines prises d’ensemencement, méme volumi- 
neuses, puissent étre privées du microbe, disséminé, au con- 
traire, dans d’autres plus petites. 


Pour ces’raisons principales, tenant : au pouvoir antiseptique 
et & la température du milieu; a Ja durée limitée de lessai; a 
ja pullulation admise comme relativement plus rapide du 
B. Col, spécialement visé; ala valeur vitale et conséquemment 
reproductive des éléments microbiens d’une eau en relation 
directe avec son pouvoir nutritif, entrainant avec -elle une 
période plus ou moins longue d’adaptation nécessitée par le 
changement de milieu; et & la dissémination plus ou moins. 
rare, jamais uniforme, d’une espéce quelconque dans ce 
liquide, il doit s’ensuivre que cette méthode de triage des 
espéces microbiennes d’une eau, spécialement adaptée a la 
recherche du B. Coli, peut tres bien ne pas dévoiler la pré- 
sence du Bacillus amaracrylus, lequel, par contre, lorsqu’il se 
présentera au milieu phéniqué avec une vitalité suffisante, 
nécessitant une accoutumance moindre, pourra donner un 
trouble net, en absence du premier et dans le minimum de 
temps imparti & son développement, quelquefois en un temps 
plus court. 

Ces considérations permettent d’aller plus loin en émettant 
lopinion que, sans culture préalable, c’est-a-dire telle qu’on la 
pratique d’habitude, et méme avec le maximum de durée de 
48 heures, cette méthode, assurément tres utile, peut ne pas 
révéler le B. Codi dans une eau contenant ses représentants 
cn minime quantité et dans un état de mauvaise conservation, 
Waffaiblissement tel que tous deyront fatalement succomber a 
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leur arrivée dans le milieu phéniqué, si, pour eux tous, son 
pouvoir bactéricide l’emporte sur son pouvoir alimentaire. 

En d’autres termes, alors que nos milieux glycérinés, peptoné 
ou méme purement minéral, sont trés propres & nous déceler 
existence du Bacillus amaracrylus dans une eau qui les a 
ensemencés, en donnant des cultures prospéres de ce microbe 
permettant d’assurer ensuite son développement dans le 
bouillon phéniqué, a 42°, généralement méme en moins de 
15 heures; au contraire, l’ensemencement direct de l’eau dans 
ce dernier milieu devra étre parfois impuissant 4 procurer 
cette multiplication, méme aprés une durée de 48 heures. 

La pratique de la culture avec durée indéterminée, dans-nos 
milieux ordinaires, comme le milieu peptoné, réalisable avec 
plus ou moins de rapidité et-de vigueur par la généralité des 
microbes, constitue en quelque sorte une épreuve d’examen, d 
laquelle tous peuvent étre candidats; tandis que la tentative de 
culture avec délai,.dans le milieu phéniqué, 4 42°, doit étre 
considérée comme une épreuve de concours ou les chances, 
limitées & la fois par la difficulté et par le temps, ne. peuvent 
assurer le succés qu’da certains d’entre eux, choisis parmi les 
plus forts et les mieux adaptés 4 I’6preuve : pour répondre a 
notre désir, et s'il était possible, elles ne devraient méme 
Vassurer qu’a un seul, le B. Col. ; 

Il ne faut jamais oublier, enfin, que si, en bactériologie, les 
résultats positifs permettent une affirmation absolue, sans 
restriction aucune, ceux qui sont négatifs ne peuvent qu’auto- 
riser le doute et n’ont, par eux-mémes, aucune signification. 


Cette longue parenthése étant fermée, avant de clore aussi la 
discussion qui l’a précédée, et malgré la préférence que j’y ai 
témoignée au milieu minéral, j’estime qu'il convient de réa- 
liser cowours en double, Vessai de la glycéro-réaction, en étu- 
diant parallélement le travail microbien en milieu peptoné et 
en milieu minéral. Méme dans cette application a l’analyse 
des eaux, & plus forte raison en dehors d’elle, et indépendam- 
ment d’avantages précédemment mentionnés, plus spéciale- 
ment propres & ce milieu peptoné, il peut se présenter une 
bactérie, venant de l’eau ou ayant une autre origine, qui 
jouisse, elle aussi, de la propriété de déshydrater la eee ine, 


/ 
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vs 


mais sans pouvoir végéter dans un milieu de relative disette, 
comme Vest notre milieu minéral : la culture en liquide 
peptoné interviendra alors utilement pour dénoneer a la fois 
son existence et sa faculté de déshydratation de la glycérine. 


EXPLICATION ET COMPARAISON DES PHENOMENES SUCCESSIFS 
DE LA GLYCERO-REACTION, PRODUITS PAR LE BACILLUS AMARACRYLUS 
ORIGINAIRE DE SON MILIEU NATUREL, L’EAU, 


OU VENANT D'UNE CULTURE ARTIFICIELLE 


Lorsqu’on prépare le milieu de culture peptoné et glycériné 
avec de l'eau ordinaire et qu’on ne stérilise pas, la glycéro- 
réaction due au Baetllus amaracrylus normalement présent 
dans l'eau est généralement positive dans la phase de fermen- 
tation en milieu acide. 

Lorsqu’on préléve ce bacille dans l'une de ses cultures, le 
renfermant & l'état adulte et en bonnes conditions de vitalité, 
par exemple dans le milieu précédent, ou en bouillon lactosé, 
et qu’on l’ensemence dans le méme milieu peptoné et glycé- 
riné, préparé avec la méme eau, mais stérilisé, & nouveau 
aéré par abandon prolongé ou. agitation en flacon seulement 
obturé par du coton, la gdyeéro-réaction est généralement néga- 
ttve, dans la phase de fermentation en milieu acide. 

Au contraire, lorsqu’on emploie le milieu de culture glycé- 
riné purement minéral, la glycéro-réaction est positive dans 
cette premiére phase, aussi bien avec le microbe considéré A 
état sauvage qu’avec le microbe cultivé. 

Il y a lieu de chercher et de donner une explication de cette 
divergence et de cette concordance, en conformité avec les 
faits expérimentalement observés. 


1. — Lorsque le ferment apporté par leau est ensemencé 
dans un liquide glycériné peptoné ou purement minéral, il 
passe dans un milieu plus favorable & son développement et sa 
vie ralentie devient vie active. Les transformations successives 
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par déshydratation qu'il fait subir a la glycérine, telles qu’elles 
nous sont réyélées par les réactifs chimiques, apparaissent en 
quelque sorte comme paralléles aux diverses phases de son 
évelution. Au débat de son développement, son activité fer- 
mentaire et par suite son pouvoir déshydratant sont minima; 
il engendre alors surtout de l'aldéhyde hydracrylique : puis, 
son fonctionnement vital et conséquemment son activité déshy- 
dratanie croissant réguliérement, il compléte au cours de cette 
nouvelle phase évolutive la soustraction d’eau en donnant nais- 
saissance & l’aldéhyde aerylique, dont la proportion dans le 
liquide, toutes conditions de vie, de composition de milieu, et 
de température étant dans leur ensemble le plus favorables 
a cette formation, atteint un maximum révélable par le réactif 
protérgue acide, et pauvant méme étre prévu par les seuls réac- 
tifs organoleptiques des muqueuses nasale et lacrymale. 

Mais cet état de maximum ne dure pas longtemps, surtout 
dans le milieu peptoné, ot le réactif albumineux acide accuse 
bientot la disparition graduelle, devenant généralement totale, 
de Vacroléine. C’est qa’en effet, aux conditions précédentes de 
bonne nutrition, de vie particuligrement active, en succedent 
d’autres de moins en moins favorables a la vitalité el par con- 
- séquent & Vactivité du ferment : le milieu lui devient en_ 
quelque. sorte graduellement hostile par les acides formés, et 
vraisemblablement surtout par lVacroléine elle-méme qu il a 
engendrée et dont il entreprend immédiatement la destruction 
pour la transformer en produits moins nuisibles. En d’autres 
termes, la période de formation est suivie, dans le cas actuel 
ou elle est réalisable, de la période obligée de destruction de la 
substance chimique paralysante qui doit posséder vis-a-vis du 
microbe, le plus grand pouvoir antiseptique ou coagulant, et 
qui est la plus facile 4 transformer en raison de la plasticité 
de sa molécule due & la fonction aldéhyde : action productive 
dacroléine, d’abord prépondérante, se trouve ainsi bientot en 
équilibre avec l’action destructive. 

A ce sujet, il convient d’afiirmer qwil ne s’agit pas la d'une 
simple hypothése; mais que cette explication relative a la dis- 
parition constatée de laldéhyde acrylique résulte logiquement 
d’un fait palpable, révélé par l’expérience directe, laquelle 
montre que le bacille jouissant de la faculté de déshydrater la 
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elycérine, est aussi capable de transformer lacroléine dorigine 
purement chimique, directement ajoutée dans un milieu de cul- 
ture favorable & son développement. Cette faculté d’un microbe 
de modifier & son gré en le reprenant en sous-ceuvre, un com- 
posé chimique primitivement élaboré par lui, n’est d’ailleurs pas 
isolée dans le cadre des divers travaux accomplis par les cel- 
lules vivantes, dont l’ensemble pour chacune d’elles est tou- 
jours le résultat de l’analyse et de la synthése. Le cas acluel 
_est plus particuli@rement intéressant, car il nous fait voir Pan- 
tiseptique pouvant jouer le role d’aliment. 

L’action destructive exercée sur l’acroléine n’est pas seule- 
ment d’origine biologique; elle se complete aussi par voie pu- 
rement chimique, en raison de l’instabilité de cet aldéhyde, 
surtout a l'état naissant, en présence de, l’eau, des acides et 
méme des composés salins du milieu, notamment du sel ammo- 
niacal. C’est en raison de ces deux actions destructives. fonda- 
mentales, d’ordre bzologique et chimique, dont la premiére 
prime la seconde, au moins quand elles agissent sur de l’acro- 
léine a Vétat libre, que son existence est si éphémére, surtout en 
milieu peptoné, dans lequel, sanf pendant un temps relative- 
ment court ott sa proportion peut atteindre un maximum qui 
permet de la révéler trés nettement, elle ne fait en général qu’ap- 
paraitre pour s’évanouir presque aussitot. Dans le. milieu 
minéral, ot: la fermentation est plus lente, en raison du déve- 
loppement microbien moins rapide, résultant d’une nutrition 
moins favorable, l’existence de cet aldéhyde est plus durable 
parce que la vitesse de sa formation Vemporte pendant plus 
longtemps sur la vitesse de sa destruction. 

Dans chacun des deux milieux, lorsque la quantité des 
acides formés est suffisante, le microbe se trouve paralysé 
dans sa vitalité et conséquemment dans son activité déshydra- 
tante qui redevient minima, comme au début de la fermenta- 
tion, mais pour une cause différente : c’est alors qu’apparait & 
nouveau l’aldéhyde hydracrylique, substance que le ferment 
est impuissant & déshydrater, peut-étre méme a transformer 
d’autre facon, et la fermentation s’arréte. Elle reprend aussil6t, 
dés qu’on neutralise la liqueur par le carbonate de chaux : le 
microbe, désormais soustrait & l’action des acides, recouvre 
progressivement son activité déshydratante, et transforme & 
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nouveau la glycérine résiduelle en acroléine déja révélable par 
le réactif protéique acide, au bout de quelques heures. 

Les phénoménes successifs de formation et de destruction 
observés au cours de ces deux fermentations, elles-mémes 
successives, de la glycérine, en milieu acide et en milieu 
neutre, montrent explicitement le réle fondamental joué par 
les deux aldéhydes nés de sa déshydratation, notamment 
Vacroléine. Ils sont d’ailleurs pleinement conformes a la 
logique des transformations de la matiére se résolvant graduel- 
lement en éléments plus simples. 

/ 

II. — Lorsque le ferment venant du bouillon lactosé, ou 
plus généralement d’un milieu convenablement nutritif, est 
ensemencé dans un liquide glycériné peptoné, il apporte avec 
sa vilalité parfaite, son maximum d’activité fermentaire, dans 
ce nouveau milieu trés propre & l’entretien de ces qualités. Il 
décompose presque immédiatement la glycérine, mais sans 
permettre, au moins dans la plupart des cas, la révélation par 
les réactifs des deux composés aldéhydiques résultant de sa 
déshydratation : au fur et & mesure de leur formation, le pro- 
panolal se trouve transformé en acroléine, et celle-ci en ses 
produits de métamorphose. En d’autres termes, les vzlesses de 
formation de ces deux corps intermédiaires, révélateurs de la 
glycéro-réaction, se trouvent généralement éguilibrées par leurs 
vitesses de destruction, et Vanalyse du liquide, a tout moment 
de la fermentation, n’en montre le plus souvent que les pro- 
duits ultimes et définitifs. 

Au bout de quelques jours, celle-ci s’arréte, en raison de 
influence paralysante exercée par les acides engendrés sur le 
bacille dont la vitalité et par suite Vactiwité fermentaire se 
trouvent tres nolablement amoindries, et d’antant plus que le 
séjour dans ce milieu de souffrance se prolonge plus longtemps. 
Si, & ce moment, on vient 4 neutraliser le liquide par addition 
de carbonate de chaux, le microbe soustrait & l’action des 
acides, recouvre graduellement ses qualités vetale et fermen- 
taire; il reprend sa tache interrompue et transforme la glycé- 
rine résiduelle : mais cette fois, les étapes successives de son 
‘travail, au lieu d’étre trés rapides, presque simultanées, ne 
sont que progressives et & chaque instant en rapport avec le 
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rétablissement de ses qualités normales; aussi, pendant un 
certain temps, variable, les réactifs permettent de mettre en 
évidence dans le liquide les deux aldéhydes de déshydrata- 
tion, au moins l'un d’entre eux. 

Toutes choses égales d’ailleurs, cette période de visibilite 
de l'acroléine est plus longue lorsqu’on a laissé plus longtemps 
le microbe s'affaiblir par contact avec les antiseptiques nés 
dans la culture : c'est pourquoi, et cette recommandation vise 
spévialement le milieu peptoné, j’indique dans ce qui précéde, 
de ne commencer cette seconde phase de fermentation en 
liqueur neutre, qu’aprés durée d'une semaine environ pour 
la premiére phase en liqueur acide. De méme cette période 
s’accroit aussi, lorsqu’on oblige le microbe a réaliser son ceuvre 
fermentaire, en particulier cetle seconde phase, & une tempé- 
rature relativement basse, de 15° & 20°, comme celle du laba- 
ratoire. Ces conditions opératoires mont parfois permis de 
reconnaitre, & tout instant, l’acroléine pendant plus de trois 
semaines. 


III. — Lorsque le ferment venant du bouillon lactosé, ou 
plus généralement d'un milieu convenablement nutritif, est 
ensemencé dans le liquide glycériné purement minéral, il 
passe dans un nouveau milieu beaucoup moins favorable a 
son développement que celui dont il provient. Ses qualités 
vitale et fermentaire déclinent rapidement, tout en restant 
suffisantes pour accomplir la transformation de la glycériné 
qui s’établit lentement, progressivement, en laissant subsister 
dans le liquide, pendant un temps suffisant pour leur recon- 
naissance, les divers matériatx de la dégradation de sa molé- 
cule. Aussi, est-il trés facile de déceler a l'aide du réactif pro- 
‘éique acide, chacun des deux aldéhydes de déshydratation, 
surtout lacroléine qui doit servir de témoignage & la glycéro- 
réaction, et dont la vitesse de formation Vemporte sur la vitesse 
de sa destruction, généralement au moins pendant 48 heures, 
dans cette phase de fermentation en milieu acide. 

Au bout de quelques jours, le mitrobe se trouvant paralysé 
par les acides engendrés, la fermentation s’arréte : elle reprend 
presque aussitot apres leur neutralisation par le carbonate de 
chaux, et le réactif albumineux acide montire 4 touveau les 
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Clapes successives de la transformation de la glycérine rési- 
duelle dans ce milieu neutre, notamment celle qui aboutit a 
la production de Vacroléine, dont la proportion et la persis- 
tance paraissent d’habitude encore plus accentuées que dans 
la phase de fermentation primitive en milieu acide, surtout si 
l'on a eu soin de laisser é6couler un temps conyenable entre le 
moment de l’arrét de celle-ci et de sa reprise aprés neutralisa- 
lion, et si la température moyenne est relativement basse, 
voisine de 15°. Les réactifs peuvent alors déceler l’acroléine, 
parfois encore un mois apres cette reprise. 


En résumé, dans la phase de fermentation en milieu peptoné 
acide, la divergence observée dans la qualité fermentaire du 
Bacillus amaracrylus venant directement de son habitat natu- 
rel, Peau, ou d'une culture artificielle, tient & la différence 
profonde qui existe dans l'état physiologique initial du microbe 
sauvage et du microbe cultivé. . 

Au début de la phase de fermentation en milieu neutre, et 
grace & la cullure préalable résultant de la période antéricure, 
cette différence s'est nivelée et le bacille se trouve dans des 
conditions de valeur vitale et fermentaire comparables dans 
chacune des dettx expériences. 

Avec le milieu glycériné purement minéral, la concordance 
observée dans la qualité fermentaire du Bacillus amaracrylus 
venant directement de l’eau ou d’une culture artificielle tient 
a ce que le fossé existant entre les deux élats physiologiques 
initiaux du microbe se trouve comblé dés la premiére phase 
de fermentation en milieu acide; ces deux états se modifiant 
rapidement et en sens inverse, chacun deux allant en quelque 
sorte d la rencontre de l'autre, l'un par crovssance, Vautre par 
décroissance de la valeur vilale et fermentaire. ig 

Enfin, qu’il s’agisse de milieu convenablement nutriaf ou 
de milieu de disette, & réaction acide ot & réaction neutre, le 
bacille jouissant de la faculté de détruire Vacroléine quil a 
formée, la glycéro-reaction nest pas révélable & tout moment 
de la fermentation : la période la plus favorable & sa recon- 
naissance étant celle oti la vetesse de formation de Paldéhyde 
acrylique l'emporte le plus sur la vitesse de sa destruction. 
Dans la phase de fermentation en milieu acide, cette période 
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n'est pas celle qui commence avec le développement du 
microbe, ou il engendre surtout de l’aldéhyde hydracrylique ; 
elle n’est pas davantage celle qui correspond au maximum de 
vitalité qu’il est susceptible d’acquérir dans son milieu de 
travail, car 8 ce,moment le bacille, déja géné par elle, éprouve 
. Je besoin de transformer l’acroléine au fur et & mesure qu'il la 
produit : cette période opportune correspond a une époque 
intermédiaire, celle de l’acheminement de l’é/at vital moyen 
vers l'état vital relativement parfait, celle ot le milieu se 
trouve richement peuplé de bacilles en voie de développement. 

C’est & ce moment de son évolution que le microbe éprouve 
les plus grands besoins, que sa vie anaérobie doit salimenter 
le plus au moyen de la dislocation intérieure de la glycérine 
qui est, dans le milieu minéral, le seul aliment organique 
pouvant lui fournir du carbone. A l’égard de son protoplasma, 
la glycérine se comporte comme une sorte de corps explostf, 
capable de lui fournir de la chaleur en disloquant et en grou- 
pant autrement ses éléments, notamment par sa transforma- 
tion en eau et en acroléine, suivie de la polymérisation au 
moins partielle de cet aldéhyde; réactions qui sont exother- 
miques, d’aprés mes recherches sur les chaleurs de formation 
de l’'acroléine et de la métacroléine (1),.fournissant pour cetle 
scission et cette édification moléculaires les traductions ther- 
mochimiques suivantes : 


CSHO° liq. = 2 HO liq. + C*H*O liq. + 3°1,78. 


Glycérine Acroléine 
3 C°H4O liq. = (C'H4O)® sol. + 100,21. 
Acroléine Métacroléine 


Comme & cette dégradation de la glycérine par déshydrata- 
tion correspond un dégagement de chaleur relativement faible, 
si elle joue un role principal dans la dislocation, le microbe, 
pour suffire & son fonctionnement vital, doit transformer sui- 
vant cette voie une quantité relativement grande de cette sub- 
stance, et grande aussi doit nous apparaitre & ce moment la 
puissance de ce microbe comme ferment. 


(1) Chaleurs de formation de l’acroléine et de la métacroléine. Bull. Soc. 


Chim., 4° série, t. XVII, p. 34, 1945, et Thése de Doctorat es sciences, loc. 
czl., p. 269, 1917. 
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Si done nous attribuons ala réaction de déshydratation de la 
glycérine un role fondamental dans sa fermentation actuelle, 
les principes de la thermochimie sont d’accord avec ceux de la 
physiologie pour montrer que c’est & cette époque de l’ado- 
lescence du microbe, celle du plus grand besoin pour le fonc- 
lionnement vital, que doit correspondre la plus grande activilé 
déshydratante. La pratique expérimentale a toujours confirmé 
cet aveu de la théorie : seule, elle a pu montrer la swpériorité, au 
cours de cette phase évolutive, de la vitesse de formation sur la 
vitesse de destruction de Vagent chimique révélateur de la 
glycéro-réaction, 

Dans la phase de transformation en milieu neutre succédant 

a celle en milieu acide, la période propice & cette révélation 
commence presque aussitét aprés la reprise de la fermentation. 
Ce milieu se trouve en effet richement peuplé en bacilles, mais 
dont le fonctionnement vital a plus ou moins souffert par le 
séjour plus ou moins prolongé au contact des acides engendrés. 
Soustrait a cette action paraiysante, le microbe s’efforce de 
recouvrer progressivement sa vitalité et y arrive en reprenant 
activement, mais aussi graduellement, le travail de déshydra- 
tation qu’il avait di abandonner. 


-L’eau potable glycérinée peut donner la glycéro-réaction. 


Le Bacillus amaracrylus consomme l'azote nitreux. 


Nous avons vu le Bacillus amaracrylus produire la déshy- 
dratation de la glycérine par sa culture en milieu, soit peptoné, 
soit moins nutritif et purement minéral, de. composition 
précédemment donnée. Mieux encore, ce microbe peut évoluer 
et satisfaire & la glycéro-réaction, dans des milieux beaucoup 
moins alimentaires, en particulier ceux résultant d’une simple 
addition de glycérine & de l'eau ordinaire, méme potable, et cela 
grace a la faculté générale des étres inférieurs de se contenter 
momentanément de petites quantités de substances nutritives, 
de l’ordre de grandeur des matiéres organiques et des nitrates 
toujours présents dans ce liquide. 

Les bactéries peuvent vivre et se conserver dans l’eau parce 
qu’elles y trouvent toujours un peu de matiére organique, et 
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parce que, lorsqu’elles n’en trouvent plus, celles d'entre elles 
qui meurent servent d’aliment a celles qui subsistent. ‘Une 
eau relativement riche en matiéres organiques, en matiéres 
minérales azotées, notamment en nitrates, peut méme devenir 
un yéritable milieu de culture pour ses bactéries. I] était présu- 
mable que l'addition pure et simple de glycérine a une telle eau 
suffirait & y révéler la présence du bacille, agent de la g/ycéro- 
réaction. 

Ayant recu un échantillon d'eau de Montchanin pour en faire 
Tanalyse chimique, simplement au point de yue de la pota- 
bilité, analyse dont voici les résultats comparatifs avec ceux de 
Teau de Dijon & la méme époque : 


EAU EAU 

de Montchanin de Dijon 
Degré hydrotimeétrique total... . 22 22 
Ammoniaque et sels ammoniacaux. Néant. Néant. 
PGES: A" 82 5 eee 3 hey Traces. Néant. 
Nitrates, en N°05, par litre . . . . 410 mgr. 55 3 mer. 02 - 
Chlorures, en Cl, par litre . . . . 37 mgr. 85 3 mgr. 40 
Matiéres organiques par litre. . . 4 mgr. 4125 0 mer. 250 


évaluées en oxygéne emprunté au per- 
manganate de potasse alcalin). 


jeus lidée de tenter avec elle une culture directe en y ajoutant 
de la glycérine, & la dose de 5 grammes par litre, afin de savoir 
ce que valait, au moins pour cette eau, la présomption précé- 
dente. 


Le mélange laissé ala température du laboratoire, voisine de 20°, en flacon ~ 


plein et bouché, devint en quelques jours une culture éyidente : au bout de 
deux semaines, le bisulfite de rosaniline et le réactif protéique acide ajoutés, 
chacun a une prise d’essai du liquide, fournirent des colorations assez intenses, 
meme verte avec ce dernier. L’acroléine fut en outre extraite par distillation 
et rectification, 4 l'état de solution diluée, et sa présence contrélée par ses 
autres réactions, en particulier par ses caracttres organoleptiques trés 
manifestes au cours de la distillation. 


¢ 


La méme eau glycérinée, mais séérilisée, ensemencée avec 
une culture pure de Bacillus amaracrylus donna un résultat 
identique. 

A la suite de cette constatation, i] était intéressant de con- 
naitre les mutations éprouvées par l’azote alimentaire du 


/ 


a a on ee 


“~ 
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milieu, au moins l’azote & formes minérales, les seules facile- 
ment reconnaissables et dosables. L’analyse fournit aussitot les 
résultats suivants pour chacune des cultures : 


NZ OLORAMUIOMA CA Wem ees ae tn. Wey Nea athe ew Néant. 
ce. 7 TN REUSE Sn. od 5 Se a Babe aba Bo Néant. 
ae SMIULE TLC Ctreeaeeret tier tats Se Sher yuirstineuay lalla bor ce ear Néant. 


La totalité de Ja minime quantité d’azote minéral, nitrique 
et nitreux, avail donc été transformée par l’étre vivant, vrai- 
semblablement assimilée en grande partie par lui en raison de 


. la pénurie alimentaire du milieu, peut-étre aussi avec libéra- 
‘tion de trace d’azote élémentaire, cet étre rentrant dans la 


catégorie des microbes dénitrifiants indirects; en tout cas, avec 
formation intérimaire de nitrite bien accusée en cours de 
culture; quant au chlore, il avait & peine varié. 

Eo lielemaut la méme épreuve tentée avec l’eau de Dijon 
relativement pure en azote minéral comme en matiére orga- 
nique, et qui a servi communément & la préparation des 
liquides de culture de cette étude, donna un résultat né- 
gatif. 

Puisque l’eau de Montchanin, de composition précédente, a 
teneur cependant relativement moyenne en matiéres orga- 
niques ou méme en nitrates, et aussi diverses autres eaux de 
composition analogue, permettent cette culture par ensemen- 
cement spontané, grace surtout au concours alimentaire de ces 
derniers composés azotés, que les végétaux préférent & l’ammo- 
niaque parce quils leur procurent & la fois de l’azote et de 
loxygéne, il me parut encore désirable de savoir sil suffi- 
rait, pour obtenir le méme résultat cultural et biochimique, 
de remonter le taux en azote nitrique de l’eau de Dijon, par 
addition de quelques centigrammes d’azotate de potasse par 
litre. L’expérience ainsi consultée répondit encore par l’affir- 
mative, quoique avec moins d’intensité que la précédente, 
accusant néanmoins ainsi et ’ nouveau : le pouvoir alimentaire 
dévolu aux nitrates; le pouvoir dénitrifiant du bacille, la 
culture renfermant des traces de nitrite; sa faculté déshydra- 
tante a l’égard de la glycérine, le réactif protéique acide révé- 
lant la présence de l’acroléine; enfin, l’exquise faculté d’assi- 
milation’ des infiniments petits, pachant utiliser et adapter a 
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leurs besoins des quantilés trés faibles de matiére nutri- 
tive. 

En ce qui concerne le Bacillus amaracrylus, on reconnaissail 
déja cette sensibilité assimilatrice au cours des épreuves cultu- 
rales antérieures, en milieu peploné ou minéral, lesquelles 
manifestent mieux les propriétés du microbe lorsque les liquides 
nutritifs ont été préparés avec de l’eau ordinaire constituant 
son habitat naturel et son milieu nourricier habituel, quavec 
de l’eau distillée, privée de traces de substances minérales & 
l'utilisation desquelles son protoplasma avait été accoulumé, et 
dont l’absence ne doit pouvoir étre intégralement compensée 
par l’addition ade l’eau distillée des trois sels minéraux: sulfate 
d’ammoniaque, phosphate de potasse, sulfate de magnésie. En 
travail alimentaire, comme en travail fermentaire corrélatif du 
premier; la vie d’un étre vivant conslitue un réactif infiniment 
plus sensible et plus précis que nos réactifs chimiques les plus 
puissants : la preuve immédiale de ce fait est fournie par cette 
étude méme, ot nous voyons, dans ce qui précede comme dans 
ce qui suit, notre bacille utiliser jusqu’& Vultime trace d'azote 
minéral que ne peuvent plus déceler les réactifs cependant 
ultra-sensibles des formes nitrique et surtout nitreuse de cet 
élément; dont les uns, comme la solution sulfurique de diphé- 
nylamine, le réactif sulfophénique de Grandval et Lajoux, sont 
communs a ces formes; dont les autres, comme le réactif de 
Griess, celui de Trommsdorff & Viodure de zine amidonné, 
notamment le premier, appartiennent plus spécialement a 
acide azoteux et aux azotites. | 


ALIMENTATION NITREUSE. — Pour compléter ces recherches rela- 
tives & l'utilisation par ce microbe de traces d’azote minéral, 
jai tenu a m’assurer autrement, par addition directe, et parfois 
en l’absence de toute autre matiére azotée, si les nitrites qui, 
d’ordinaire, sont considérés, méme a doses relativement faibles 
comme des substances toxiques pour les organismes inférieurs, 
pouvaient cependant, dose convenable, lui servir directement 
de matiére alimentaire azotée. 


a 


f 
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Pour résoudre ce probleme, j'ai préparé d’abord quatre milieux de compo- 
sition suivante : 


Phosphate | monopotassi- Phosphate | monopotassi- 

wate OARS BO Loan SEES ec ll) Cha} CU .Cy eee meer akiaien Monel. 0 gr. 75 
Sulfate de magnésie.. .. 0 gr. 10 | Sulfate de magnésie. . .. 0 gr. 10 
Nitrite de potasse. 0 gr. 4 et 0 er. 2 Nitrite ammonique. 0gr.1et 0 gr. 2 — 
Glycérine Mor gee ats <aeeh OT: Gily.cérinete. nee 4 oe Se QCeR: 
Carbonate de chaux. ... 4 er. Carbonate de chaux. ... 14 gr. 
Baucdistillées 2 04. 24: 4 litre. WAUMOTSUILLCe is tomate.) Incr 4 litre. 


puis quatre autres semblables, le glucose y remplacant la glycérine comme 
aliment carboné. 


Ces huit milieux stérilisés ont été ensemencés avec une culture pure de 
Bacillus amaracrylus et placés 4 l’étuve 4 37°: en moins de 24 heures, tous 
deviennent louches et sont le siege d’une culture évidente. Au bout de 5 jours, 
chacun des réactifs précédents de l'acide azoteux, ainsi que le réactif de 
Nessler, accusent la disparition totale de l’azote nitreux et ammoniacal dans 
les cultures a base de nitrite d’ammoniaque et de glucose; ce méme délai 
suffit 4 la consommation compléte de l’acide nitreux dans les. cultures glu- 
cosées a base de nitrite de potasse; enfin, les mémes résultats sont observés 
au bout d’une semaine dans les cultures glycérinées. 


Le probléme posé est done bien démontré : le Bacillus ama- 
racrylus, alimenté dans nos milieux & base de nitrite de potasse, 
avec de l’acide nitreux, a |’exclusion de tout autre aliment 
azoté, se développe bien, en transformant la totalité de l’azote 
nitreux du milieu nutritif. 

L’acide nitreux, terme de passage de l’assimilation des 
nitrates ou produit intérimaire de fermentation de l’acide 
nilrique, peut étre considéré comme un aliment des végétaux 
inférieurs, quand il leur est offert & dose convenable. 

M. Mazé (1), en alimentant des plantules de mais avec du 
nitrite de sodium, sans autre aliment azoté, est arrivé a la 
méme conclusion en ce qui concerne les végétaux supérieurs. 


Si nous tenons compte de l’intluence paralysante exercée par 
les nitrites sur la végétation du Bacillus amaracrylus, et sachant 
que la dose minima de 10 grammes de nitrite de soude ou de 
potasse, par litre du milieu peptoné servant a la elycéro-réac- 
tion, suffit & arréter Ja multiplication cellulaire et la fermen- 
tation de Ja glycérine, les résultats précédents nous révelent une 
fois de plus la double faculté anteseptique et alimentaire d'une 


(1) Annales de Institut Pasteur, t. XXV, p. 369-391, 1944. 
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méme substance, en relation avec sa proportion et l'état de 
disette du milieu nutritif. : 

Si nous rapprochons et associons la faculté de ce microbe de 
créer en partie sa substance vivante aux dépens des netrates 
naturellement contenus dans les eaux, et aussi des nzériées, 
avec sa propriété dénitrifante conduisant intérimairement au 
stade nitreux, puis & lazote élémentaire par sa culture en 
bouillon ordinaire nitraté, nous entrevoyons le réle qwil doit 
jouer parmi le monde & l'état de mutation continue des infi- 
niments petits, peuplant le sol et l'eau, ces deux grands réser- 
voirs de la vie microbienne, par sa contribution dans le cycle 
de l'évolution de l’azote dans la nature, & la formation par déni- 
trification, et dla destruction, soit par réduction plus complete, 
soit par absorption, des nitrites dont absence ou la présence 
dans une eau n'est que la résultante d’actions biochimiques 
incessantes et inverses, nitrifiantes, dénitrifiantes et assimila- 
ireces. 

Ajoutons encore que le réle joué par les matiéres amidées 
dans Ja dénitrification sous l’action de ce bacille doit contribuer, 
pour une part, dans le bilan des pertes d’azote en agriculture, 
pertes qui font que le cycle d’évolution de cet élément dans la 
nature ne peut constituer pratiquement un cycle fermé, et sans 
quil soit nécessaire de les compenser par restitution de 
matiéres azotées. ; 


L’acroléine, engendrée par cette action biochimique, 


résulte bien de la déshydratation de la glycérine. 


Dés le début de mes recherches, effectuées d’abord avec le 
bacille isolé d'un vin amer, j'ai admis, selon toutes yraisem- 
blances, pour la genese par voie biologique de V’acroléine A 
partir de la glycérine, son mode classique de formation par 
vole physique ou chimique aux dépens de cette substance; au 
cours de leur développement, cette opinion s’est imposée 
comme une vérité : a la fin de cette étude, il convient de 
réunir les faits devant la justifier. 

D'abord, & part existence d'un composé aldéhydique qua- 
lifié comme aldéhyde hydracrylique, je n’ai pu trouver dans 


Py we ae 


f 
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mes cultures un autre corps capable de servir d’intermédiaire 
entre la glycérine et l’acroléine; de plus, en y substituant 
a la glycérine divers produits habituels de sa fermentation, 
en particulier les acides butyrique, lactique et succinique, 
Valdéhyde glycérique et la dioxyacétone, le glycol trimé- 
thylénique, je n’ai pas reconnu la production de Valdéhyde 
acrylique. 

D’autre part, une hypothése de la formation indirecte de cet 
aldéhyde aux dépens de la glycérine par loxydation extérieure 
d'un composé intérimaire serait absolument incompatible avec 
le phénoméne de la glycéro-réaction, laquelle fournit d’ailleurs 
‘ia preuve expérimentale de la production directe de lacroléine 
par soustraction progressive des éléments de deux molécules 
deau a la molécule de la glycérine. 

Chacune des fermentations successives en milieu acide et en 
milieu neutre, dont ensemble constitue les épreuyes de cette 
réaction, s'accomplit en effet en flacon compleétement rempli, 
- bouché a l’émeri ou méme hermétiquement clos, c’est-a-dire en 
Vabsence d’oxygéne libre. 1] en est ainsi, méme pour la pre- 
miére phase fermentaire, car la faible quantité de ce gaz qui 
existait en dissolution au début a été consommée par le 
microbe pour son développement et avant Ja fermentation pro- 
prement dite, laquelle crée en outre un milieu réducteur par 
les gaz dégagés, notamment l’hydrogéne naissant. Dans la 
seconde phase, surtout fayorable 4 la reconnaissance de l’acro- 
léine, et comparable au point de vue de l’anaérobiose 2 celle 
qui se passe dans la houteille de vin malade, non seulement 
Voxygéne fait completement défaut dés Vorigine, mais dans ce 
milieu essentiellement réducteur, saturé d’hydrogéne et de gaz 
carbonique, le réactif protéique acide révéele, en quelque sorte, 
la naissance de lacroléine dés le début de la reprise de la fer- 
mentation ‘de la glycérine subsistant dans le milieu, ou 
aussitét apres Vintroduction dune nouvelle quantité de cetle 
substance. 

Ainsi donc, aucune cause doxydation extérieure ne peut 
accompagner la formation de l’aldéhyde acrylique au cours de 
la glycéro-véaction dans mes conditions opératoires. Comme 
dans la yie d’un microbe anaérobie, pendant cette phase de la 
yie anaérobie du bacille agissant sur la glycérine ou sur cha- 
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cune des autres substances fermentescibles, l’oxydation de- 
meure intérieure et doit s’effectuer souvent au moyen de l’oxy- 
eéne de l'eau conformément a la propriété reconnue aux 
faierobe: anaérobies de pouvoir décomposer ce corps, et ainsi 
que j’ai 6té conduit & l’admettre moi-méme pour l’explication 
de certains des résultats de mes fermentations. 

La déshydratation bactérienne de la glycérine conduisant a 
l’acroléine correspond & la combustion dela moitié de l’hydro- 
gene de sa molécule; et il s’agit ici, non pas d'une combustion 
intérieure surérogatoire nécessitant le concours de loxygeéene 
d’une autre molécule particuligrement stable, comme celle de 
l'eau, mais d’une combustion intérieure propre, cest-a-dire 
qu'elle se fait aux dépens de loxygéne méme de la substance. 
En d’autres termes, ce phénoméne serait pour le Bacillus 
amaracrylus et & Végard de Vhydrogéne de la glycérine, ana- 
logue 4 la combustion interne par la levure d'une partie du 
carbone du sucre dans le phénoméne de la fermentation 
alcoolique. 


En examinant les faits suivants établis par mes expériences 
et mes résultats de fermentation : genese rapide, initiale, de 
lacroléine; production intérimaire d’un aldéhyde possédant 
les caractéres de Valdéhyde hydracrylique, premier terme de 
déshydratation de la glycérine; milieu privé d’oxygéne et 
méme réducteur; exothermicité des réactions de transforma- 
tion de la glycérine en acroléine et de polymérisation de cet 
aldéhyde; faculté de combustion interne dévolue au bacille 
dans son travail fermentaire en vie anaérobie, je les considére 
comme suffisants par leur entiére concordance, sans étre méme 
tous nécessaires, pour admettre que, soit dans le processus 
naturel de la maladie de l’amertume des -vins, soit dans 
l'épreuve artificielle de la glycéro-réaction, l’acroléine nait 
directement de la glycérine par le mécanisme dela déshydrata- 
tion progressive de cette substance. 

Habitués que nous sommes & voir les ferments travailler 
dans le méme sens que nos sources d’énergie du laboratoire, 
nous devons trouver encore un argument faveraple s a ce meee 
nisme fermentaire dans cette loi de similitude. Bien plus, si 
nous comparons avec raison les ferments a des catalyseurs, et 
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Sl nous envisageons les résultats des expériences de Sende- 
Tens (1) sur la déshydratation catalytique de la glycérine par 
Valumine ou son sulfate, nous pouvons reconnaitre une res- 
semblance encore plus compléte entre ces deux ‘formes, bio- 
logique et chimique, du méme phénomine. 


Remargues. I. — Poursuivons l’intéressante comparaison que 
je viens d’indiquer entre ces soustractions par actions biochi- 
miques, d’eau & la molécule de la glycérine dans sa transfor- 
mation en acroléine par le Bacillus amaracrylus, d’anhydride 
carbonique a la molécule d’un sucre dans sa transformation en 
alcool par la levure. 

Le dégagement de chaleur qui résulte de cette combustion 
intérieure de la moilié de l’hydrogéne de la glycérine est pour 
le bacille, quoique & un degré beaucoup moindre, ce qu’est a 
la levure le dégagement de chaleur produit par la combustion 
‘intérieure du tiers du carbone du sucre. Comme celui de la 
levure, le protoplasma de ce microbe est organisé & la fois 
pour vivre au contact de lair et produire en vie anaérobie 
cette dislocation intérieure de la glycérine et en bénéficier. 
Quel que soit le réle, principal ou secondaire, de la formation 
de l’acroléine, le léger dégagement de chaleur produit dans cette 
déshydratation par combustion interne et la polymérisation par- 
tielle subséquente figure au nombre des sources de la vie cel- 
lulaire. Dans ce phénoméne, comme dans celui de la fermen- 
tation alcoolique, nous retrouvons a la suite de Pasteur, et 
d’aprés Duclaux, trois notions qui se commandent. 


» Toute vie anaérobie s’alimente au moyen de la dislocation intérieure d’une 
matiére organique qui est un aliment pour le microbe qui l’utilise et se com- 
porte en présence de son protoplasma comme une sorte de corps explosif, 
capable de fournir de la chaleur en disloquant et en groupant autrement ses 
éléments. Ce corps, explosif au contact d’un protoplasma, peut tres bien ne 
pas l’étre ou I’étre autrement au regard d’un autre. 

« Moins il donne de chaleur en se disloquant, plus, d’une maniére générale, 
le microbe qui l'utilise devra en détruire pour suffire 4 son fonctionnement 
vital, et plus la puissance de ce microbe comme ferment nous apparaitra 


grande. » 


(1) Bull. Soc. Chim., 4° série, t. IIT, p. 828, 1908, et t. IX, p. 374, 1944. 
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TABLEAU COMPARATIF I 


du Bacillus amaracrylus d’un vin amer, du Bacille retiré de Ve 


Caracthris communs. — Bacilles ou Coccobacilles; anaérobies facultatifs; 


avec ondes moirées; se développant en bouillon phéniqué a 1 p. 44 


CARACTERES DIFFERENTIELS 


Bacillus amaracrylus 


\ Z 
Bacille de Veau 


MobilitenriMr heck wien! center. .|Ordinairement trés mo-/Ordinairement trés, nD 
bile. bile. 
Reproduction. .... .|Donne parfois des spores|Donne parfois des spel 


sur pomme de terre 


dans le lait . 


dans le petit-lait tournesolé . 


en culture ancienne. 


-|Culture trés minime. 
.|Coagule rapidement. ° 


.|Rougit tres fortement. 


en culture ancienne. 


Culture trés minime. 
Coagule rapidement. 


Rougit trés fortement. 


@ | en milieux lactosés. ... . .|Dégagement gazeux Dégagement, gazeux 

5 Hey ueo® H et CO*. 

= { 
= : ; < 

Co = qlucoses. .|Dégagement gazeux Dégagement gazeux 


H et CO?. H et. GUE. 


/ 
.|Décolore lentement, sans|Décolore lentement, sa 
fluorescence nette. fluorescence nette. 


=a au rouge neutre. 


Donne des colonies rou-|Donne des colonies re 
ees. ges. 


— lactosés, a la rosaniline. 


sur gélose au plomb . -|Ne noircit pas. Ne noircit pas. 


Formation dindol .{Ne donne pas @indol. Ne donne pas @indol. 


Glycéro-réaction . 


.|Positive. Positive. 
Virulence .|Non pathogene. Non pathogéne. 
A un Hberth-sérum. -|N’agglutine pas. Nagglutine pas. 
dose ¢ un Para A-sérum .|Nagglutine pas. 


N’ageglutine pas. 


Day 2969 Ni ] j 
un Para B-sérum .|Nagglutine pas. N’agglutine pas. 
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ACTERES PRINCIPAUX 


3. Coli et des Bacille Typhiques et Paratyphiques A et B. 


ant pas le Gram; donnant par culture dans le bouillon un trouble uniforme 


température de 42°; poussant bien sur la gélatine sans la liquéfier. 


B. Coli. 


ile, parfois immo- 
e. 


res inconnues ou 
yuieuses. 


uit épais, jane ou 
un. 


eule, parfois tardi- 
ment. 


git trés fortement. 
agement gazeux 
HH et CO?. 


agement gazeux 
Het GO?. 


voque la décolora- 
ym ¢t la fluorescence. 


ne des colonies rou- 
» 
1S. 


noircit pas (quel- 
les exceptions). 


ne de lindol. 


ative. 

¥ / 
logene. 
yolutine pas. 
rslutine pas. 


reluline pas. 


Bacille Typhique 


Ordinairement trés 


mobile. 


Spores inconnues ou 
douteuses. 


Culture minime. 


Ne modifie 


ie pas le 
milieu. 


Rougit légérement. 

Ne donne pas de gaz. 

Ne donne pas de gaz. 

Ne modifie pas. 

Donne des colonies 
incolores. 

Noircit. 

Ne donne pas diin- 
dol. : 

Négative. 


Pathogéne. 


Agelutine. 
Nagglutine pas. 


N’agglutine pas. 


Bacille Paratyphique A 


Trés mobile. 
Spores inconnues. 
Culture minime. 


Ne modifie pas le mi- 
_ lieu. 


Rougit franchement. 
Ne donne pas de gaz. 


Dégagement gazeux 
H et CO?. 


Provogque la [décolora- 
tion etla fluorescence. 


Donne des colonies in- 
colores. 

Ne noircit pas. 

Ne donne pas’ d’indol. 

Négative. 


Pathogene. 


N’agglutine pas. 
Agglutine. 


N’agglutine pas. 


Bacille Paratyphique B 


Tres mobile. 
Spores inconnues. 
Ordinairement enduit assez 


épais, jaune ou brun. 


Ne coagule pas, éclair- 
cit tardivement. 


Rougit trés vite, puis 
bleuit. 


Ne donne pas de gaz. 
Dégagement gazeux 
lal GE OO 


Provoque la décolora- 
tion et la fluorescence. 


Donne des colonies in- 
colores. 

Noircit. 

Ne donne pas dindol. 

Négative. 


Pathogeéne. 


N’agglutine pas. 


N’agglutine pas. 


Ageglutine. Exception : 
type Gartner. 
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Ces conceptions, et notamment la derniére, jointes aux faits 
que j'ai reconnus, surtout & la constatation de la formation et 
de la destruction continues de l’acroléine au cours de la fer- 
mentation, m’autorisent & considérer ce phénoméne de déshy- 
dratation de la glycérine comme fondamental dans le méca- 
nisme des transformations que le Bacillus amaracrylus, origi- 
naire d’un vin amer ou de l’eau, fait subir & cette substance,- 
mécanisme dont il semble étre en quelque sorte la clef d’ouver- 


tu re. 


ry 


Il. — Une telle faculté de soustraction d'eau par vote fermen- 
tatre analytique, jusqu ici et au moins a ma connaissance, n’a pas 
encore été démontrée. I] est logique de penser quelle n’appar- 
tient pas exclusivement & l’étre dont j’ai fait étude, et de 
considérer le Bacillus amaracrylus comme un prototype dans 
une catégorie d’étres microbiens qui seraient, eux-mémes, 
capables de produire une telle simplification moléculaire, fré- 
quente dans les réactions de Ja chimie pure. 

L’introduction dans la microbiologie de cette notion nouvelle 
de « ferment figuré déshydratant a caractére analytique » con- 
tribue 4 resserrer encore le lien déja si étroit entre les phéno- 
ménes de la chimie pure et ceux de la chimie biologique. 


Lé Gérant : G. Masson. 
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